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Los reguladores del crecimiento vegetal, no sólo afectan
al crecimiento y diferenciación de los cultivos vegetales in

vitro,.sino también a su metabolismo secundario. El efecto

de las auxinas sobre la biosíntesis de nicotina en cultivos

de callo de tabaco ha sido estudiado por varios investigado-
res. Furuya y colab. (1971) identificaron pequeñas cantida-
des de nicotina y anatabina en tejidos de callo de Nicotiana
tabacum var. Bright Yellow, cultivados en un medio que con-

tenía ácido indol-3-acético (AIA), pero no detectaron alca-
loides cuando los callos habían crecido en un medio con 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) en vez de AIA. Tabata y colab.

(1971) indicaron que la síntesis de nicotina en células de

callo de N. rustica var. Bright Yellow era fuertemente inhi-
bida por 2,4-D y, por el contrario, estimulada por quinetina

(6-furfurilaminopurina), a la vez que estaba intimamente
asociada con la formación de yemas en los callos. Posterior-

mente, Tabata e Hiraoka (1976), en cultivos de callo de

N. rustica var. Brasilia crecidos en un medio con 2,4-D 1 pM
y quinetina 1 pM, detectaron nicotina durante los primeros
subcultivos siguientes a la inducción del tejido de callo,

disminuyendo después rápidamente el contenido en nicotina de

los callos hasta cantidades traza en asociación con el des-

censo de su capacidad para formar raices. Ohta y colab.

(1978) informaron que la producción de nicotina en los cul-
tivos de callo de N. tabacum var. Bright Yellow, era regula-
da por los reguladores del crecimiento vegetal presentes en

el medio de cultivo, y también afectada, sorprendentemente,

por la luz. En cultivos de callo de N. tabacum var. Burley
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21, derivados de diferentes partes de la planta y crecidos
en idénticas condiciones -sobre medio de Murashige y Skoog
(1962) suplementado con ácido o(-naftalenacético-, Kinnersley •

y Dougall (1982) encontraron que el contenido de nicotina
variaba significativamente. Este resultado está en contra-
dicción con la idea general de que los explantes de diferen-
tes partes de una planta desarrollan cultivos con rendimien-
tos similares de compuestos específicos producidos por la

especie. Kinnersley y Dougall encontraron también una fuer-
te correlación entre la producción de nicotina y la forma-
ción de raices en los callos del cultivo.

En nuestro Laboratorio se ha demostrado, en cultivo de

callo de N. tabacum var. Burley 21 sin organogénesis que, en

presencia de una cantidad constante de quinetina, la concen-

tración de auxina en el medio de cultivo controlaba la pro-

porción de síntesis de nicotina, la cual seguía un curso ca-

si paralelo a aquel del crecimiento del callo (Piñol y colab.

1984). Estos resultados experimentales demostraron también
que la organización morfológica visible puede no ser un pre-

rrequisito para la diferenciación bioquímica a la cual está
usualmente unida (Bohm 1980), puesto que en cultivos-de ca-

lio, sin organogénesis observable, los niveles de nicotina
eran altos. Sin embargo, el examen histológico del tejido de
callo permitió observar cambios microscópicos en la organi-
zación indicadores de una correlación entre la síntesis de

nicotina y el desarrollo de áreas meristemáticas en los cul-

tivos.

Las consideraciones precedentes pueden ser de intéres pa-

ra el problema de la biosíntesis de nicotina en cultivo de

callo de tabaco. Recientemente, en ensayos previos, nosotros
hemos observado que la concentración de auxina en el medio
de cultivo, óptima para la síntesis de nicotina por el teji-
do de callo de tabaco Burley 21 (1 pM. ANA), condiciona en
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los callos crecidos en este medio una severa deficiencia de

K+, mientras que una concentración supra-óptima de auxina en

el medio (11,5 pM ANA) se traduce en una reducción de la
síntesis de nicotina y del grado de deficiencia de K+ de los
callos crecidos en el segundo medio. Esta respuesta puede
ser de importancia central en la regulación de la síntesis
de nicotina en el tejido de callo de tabaco por la concen-

tración de auxina en el medio de cultivo, si consideramos
la probable acumulación en los callos deficientes en K+ de
la diamina putrescina, el intermediario clave de la biosín-
tesis de nicotina (Lamberts y colab. 1959, Yoshida y Mitake
1966).

En el trabajo que presentamos como Tesis, para optar al

grado de Doctor, hemos determinado el contenido de nicotina

y de los aminoácidos libres, y a la vez establecido las re-

laciones entre la producción del alcaloide y los niveles de
sus aminoácidos precursores iniciales (ácido glutámico, or-

nitina y arginina del anillo de pirrolidina, y ácido aspár-
tico del anillo de piridina), en tejido de callo de tabaco

Burley 21 crecido sobre dos medios: uno bajo en auxina (ANA
1 /aM, la concentración óptima para la síntesis de nicotina)
y otro alto en auxina (ANA 11,5 juM, concentración supra-óp-
tima), siendo en lo demás idénticos. También hemos determi-

nado, además de la actividad del enzima arginasa, el conte-
nido de K+ y putrescina (libre y ligada), y la actividad de
los enzimas biosintéticos de putrescina arginina y ornitina

descarboxilasas, a fin de comprobar nuestra hipótesis, según
la cual, en tejido de callo de tabaco, la toma de K+, las
actividades de las dos descarboxilasas (ADC y ODC), la acu-

mulación de putrescina libre y la síntesis de nicotina son

procesos relacionados y dependientes de la concentración de
auxina en el medio. Finalmente, hemos separado la fracción
proteica soluble por PAGE-SDS para: a) determinar a lo largo
de los geles las actividades ADC y ODC, b) calcular el peso
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molecular aproximado y el porcentaje de proteina, referido
a proteina soluble total, que corresponde a los dos enzimas,
con el objeto de aportar nuevos datos en apoyo de nuestra

hipótesis, y para el estudio de la significación de los en-

zimas ADC y ODC en la acumulación de putrescina en los teji-
dos de callo, en las condiciones en que hemos efectuado el

experimento. Los tejidos de callo de tabaco Burley 21 utili-
zados crecieron en la oscuridad a 25^0, durante 6.semanas,
momento en que la producción del alcaloide es máxima de
acuerdo con un trabajo previo realizado en nuestro Laborato-
rio (Pinol y colab. 1984).

El trabajo se ha dividido en cinco partes fundamentales:

Introducción

Parte experimental
Resultados y su discusión
Conclusiones

Bibliografía

En la Introducción figura la información bibliográfica
disponible acerca de: a) Funciones del K+ significativas pa-

ra el cultivo in vitro, b) Aminoácidos presentes en especies
de Nicotiana y su control biosintético, c) Significación y

metabolismo de poliaminas en plantas, d) Síntesis de nicoti-
na en tabaco Burley 21, e) Formación de metabolitos secunda-
rios en cultivo in vitro , y f) Organogénesis del cultivo de
callo.

En la Parte experimental, se describen con detalle las
condiciones para el cultivo hidropónico de las plantas, el
aislamiento y el cultivo de los explantes para la obtención
del tejido de callo y el subcultivo del callo inicial sobre
los dos medios de cultivo utilizados. En esta parte se des-
criben también los métodos seguidos para el estudio del ere-
cimiento y organogénesis de los tejidos de callo y para la
determinación cuantitativa en ellos de K+, aminoácidos li-
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bres, putrescina, proteina soluble, actividades enzimáticas
(ARG, ADC y ODC) y nicotina, y para la separación de la frac-
ción proteica soluble por PAGE-SDS.

En las restantes partes del trabajo, se describen los re-

sultados, expresados en forma de tablas y figuras, se hace
una amplia y detallada discusión 4© los mismos, y se da un

resumen de las principales conclusiones.
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1. INTRODUCCION

Funciones del K+ significativas para el cultivo "in1.1.

vitro"

El potasio es un elemento esencial para* todos los orga-

nismos vivos. En los vegetales, el K+ es el catión más im-

portante no sólo por su concentración en los tejidos sino
también por sus funciones fisiológicas y bioquímicas. Los

tejidos vegetales toman altas proporciones de K+ por un me-

canismo dependiente de energía. De acuerdo con diversos in-

vestigadores, es el único catión mineral esencial transpor-
tado en los tejidos vegetales en contra de gradiente elec-

troquímico (Spanswick y Williams 1964, Dunlop y Bowling 1971,
Ansari y Bowling 1972). Experimentos recientes han demostra-
do que, en presencia de bajas concentraciones de K+ (menores
de 0,5 mM) en la solución nutritiva, este catión es transpor-
tado al interior de la célula vegetal por una ATPasa, y que

este mecanismo es inhibido en altas concentraciones de K+
_L.

(Cheesman y Hanson 1979). El transporte pasivo de K es in-

ducido, a su vez, por el gradiente electroquímico producido

por una bomba de H+, una ATPasa localizada en la membrana.
La proporción de K+ tomada depende también de su concentra-
ción interna.

Una cuestión interesante es establecer si los enzimas lo-

calizados en la membrana plasmática son afectados por el tur-

gor, el cual hace que la membrana presione sobre la pared
celular. Zimmermann (1978), sugiere que la presión origina
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un cambio del espesor de la membrana que podría, consecuen-

temente, influenciar a los enzimas en ella localizados. Así,
sería factible que la actividad ATPasa de la membrana estu-
viese controlada, en algún grado, por el turgor, lo que im-

plica también que los potenciales de membrana dependan de
este último. Zimmermann y Beckers (1978) suponen que estos
cambios en los potenciales de membrana sean un medio gene-

ral por el cual los tejidos vegetales puedan controlar las
reacciones fisiológicas, es decir, la toma de solutos. De

acuerdo con Zimmermann (1978), en Valonia utricularis, se

pudo determinar una relación entre el turgor y la toma de

K+; la toma de este catión incrementaba cuando el turgor
celular descendía y viceversa, lo cual indica que el turgor
celular controla finalmente la toma de K+. Así parece que la

presión de turgor ejerce una doble función en los procesos

de crecimiento. Efectivamente, la presión de turgor se re-

quiere para la extensión de las paredes y para facilitar la
rotura de los enlaces químicos, y en una fase siguiente ade-
más controla la toma de solutos necesaria, a su vez, para

que se efectúe crecimiento.

El K+ es un elemento muy móvil, transportado preferente-
mente desde los órganos más viejos hacia los tejidos jóvenes
en activo crecimiento, los meristemos, probablemente debido,
además de a su alta proporción de crecimiento, a su sínte-
sis de proteinas y a su provisión de citoquininas (Jacoby y

colab.1973). Esta suposición está apoyada por el reciente

trabajo de Cocucci y Dalla Rosa (1980), los cuales han de-

mostrado que el efecto estimulante de AIA (ácido p-indolacé-
tico) sobre el crecimiento en extensión celular de coleopti-
los de maíz, estaba estrechamente relacionado con la libera-

ción de H+, la toma de K+ y la síntesis de proteinas. Estos

investigadores observaron también que la cicloheximida -in-

hibidor de la síntesis de proteinas- y la canavanina -análo-
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go de arginina-, inhibían fuertemente la elongación, libera-
ción de H+ y toma de K+ inducidas por AIA. Estas sustancias
inhibían también, aunque en menor grado, los mismos fenóme-
nos inducidos por la sustancia fúngica fusicocina. Ciclohe-
ximida inhibía fuertemente la incorporación de leucina en

las proteínas, mientras que canavanina, posiblemente se in-

corporaba en lugar de arginina, conduciendo a la síntesis de

proteínas no funcionales. Los datos obtenidos confirmaron

que la elongación, liberación de H+ y toma de K+ por las cé-
lulas podían ser procesos estrechamente relacionados entre
sí. También se sugirió que la síntesis normal de proteínas
era esencial para el crecimiento inducido por AIA, mientras

que la esenciabilidad era sólo parcial para el crecimiento
inducido por fusicocina.

El hecho de que el potasio sea tomado en tan altas pro-

porciones por la célula vegetal, condiciona que este elemen-
to constituya un fuerte competidor para la toma de otros ca-

tiones minerales, cuya proporción de absorción, por el con-

trario, se incrementa considerablemente cuando la toma de K+
es baja (Grimme y colab. 1974). Además, la toma y retención
de K+ por la célula vegetal son también afectadas de manera

competitiva por H+, Ca2+, Mg2+ y Na+(Elzman y Hodges 1967).

1.1.1. Estado hídrico

El potasio es de la mayor importancia para el estado hí-
drico del vegetal. Arneke (1980) observó que el turgor en

hojas jóvenes de Phaseolus vulgaris dependía de su conteni-
do en K+. Con una concentración baja de K+ en la solución
nutritiva, el turgor era de 5,05 bars, significativamente
más bajo que el correspondiente, de 7,17 bars, observado
cuando la concentración de este elemento en la solución era

alta. Por otra parte, la baja concentración de K+ condicio-
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naba una reducción en la proporción de crecimiento, el tama-
ño celular y el contenido en agua de los tejidos de la hoja.
Estos resultados llevaron a la conclusión de que en los te-

jidos jóvenes el K+ es indispensable para la obtención del

turgor celular óptimo requerido, a su vez, para el creci-
miento en extensión de la célula vegetal. El turgor en los

tejidos jóvenes parece ser el parámetro indicador más sensi-
ble de su contenido en K+. Otros procesos relacionados con

el K+, como la asimilación de C02, la fosforilación y la
síntesis de proteinas, son menos sensibles frente a un apor-

te inadecuado de este elemento.

1.1.2 Activación de enzimas

La principal función bioquímica del K+ es la activación
de varios sitemas enzimáticos (Evans y Sorger 1966). Experi-
mentos in vitro han revelado que a concentraciones de K+
comprendidas entre 40-80 mM, se da el máximo de activación

por este elemento. Sin embargo, de acuerdo con Suelter
(1970), para la activación in vivo sólo se requieren concen-

traciones de K+ del orden de 2 mM. Esto significa que inclu-
so bajo condiciones de deficiencia de K+, este elemento es-

tá en concentración suficiente como para provocar una acti-
vación máxima. Generalmente, las concentraciones en el cito-

plasma son del orden de 100-200 mM (Pierce y Higinbotham

1970), y en tejidos deficientes en K+ probablemente sobre
50 mM. Por esta razón, la importancia del K+ para la activa-
ción de enzimas es más teórica que práctica. En tejidos en

activo crecimiento existen procesos más sensibles a K+, y

por ello estrechamente relacionados con los niveles de este

ión en los mismos, entre estos procesos figuran la toma y

retención de agua y la fosforilación. El hallazgo de que

compuestos de bajo peso molecular, como los aminoácidos y

los azúcares, se acumulan en tejidos deficientes en K+, se
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debe probablemente a una reducción de la síntesis de ATP en

estas condiciones,más que a una activación’ enzimática inade-
cuada. Una reducción en el aporte energético puede condicio-
nar una disminución de la síntesis proteica, y consecuente-
mente de enzimas. Esto se ha demostrado para nitrato reduc-
tasa (Pflüger y Wiedmann 1977) y para ribulosa difosfato
carboxilasa (Peoples y Koch 1979).

Por otra parte, deficiencias severas de K+ conducen a la

síntesis de aminas, como putrescina y agmatina (Smith y Sin-
clair 1967), pero este problema se trata más ampliamente en

el apartado correspondiente a "Significación y metabolismo
de poliaminas en plantas". Las reacciones que conducen a la
acumulación de estas aminas son favorecidas a pH celular ba-

jo (Smith y Sinclair 1967), lo que ocurre probablemente ba-

jo deficiencia de K+. Otra consecuencia de las condiciones
ácidas en la planta, debidas a deficiencia de K+, es la in-
ducción de la síntesis de prolina (Goring y Bui Huy Thien

1979).
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1.2. Aminoácidos presentes en especies de Nicotiaha y su

control biosintético

En este apartado se recogen los datos, indicados en la

bibliografía, acerca de la naturaleza y proporción de los
aminoácidos presentes en las plantas de Nicotiana,a fin de

compararlos con los hallados en los callos crecidos en los
medios alto y bajo en auxina, de nuestro trabajo.

1.2.1. Aminoácidos presentes en Nicotiana

La cantidad y la clase de los aminoácidos de tabaco cam-

bian con la variedad de planta, el estado de crecimiento,
las condiciones ambientales y las manipulaciones a que se

someten.

En las plantas de tabaco se hallan presentes los amino-
ácidos glicina, cistina (cisteína), leucina e isoleucina,
ácido aspártico y ácido glutámico, lisina, arginina, fenil-

alanina, tirosina, triptófano, histidina, prolina e hidroxi-

prolina.

Los aminoácidos ácido aspártico, ácido glutámico, glici-
na, lisina y leucina e isoleucina constituyen el 65% de los
aminoácidos presentes en la proteína de la hoja. Michl y

Kuhn (1954) encontraron cantidades apreciables de «-alanina,
ácido 'if-aminobutírico, ácido aspártico y ácido glutámico li-
bres en todas las hojas de tabaco. Las cantidades de los
otros aminoácidos diferían según las clases de tabaco.

Burde y colab. (1963) efectuaron un estudio comparativo

de los aminoácidos en varias clases de tabaco. En todas

ellas (Bright, Burley, Turkish) encontraron en cantidad

apreciable leucina, isoleucina, serina, tirosina y lisina.
Los aminoácidos principales de tabaco Bright eran prolina,
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asparraguina,ácido glutámico y ácido aspártico. En tabaco

Burley, la concentración de prolina era baja, siendo los
aminoácidos principales asparragina, ácido aspártico y áci-
do glutámico. En tabaco Turkish, la composición y distribu-
ción relativa de los aminoácidos libres era similar a tabaco

Bright, pero sustancialmente menor la cantidad total.

Un examen de los aminoácidos libres y proteicos de varias

especies de Nicotiana e híbridos, realizado por Weybrew y

Matzinger (1969), reveló significantes diferencias entre las

especies. Hidroxiprolina y homocisteína se hallaban presen-

tes en considerable cantidad en N. tabacum, pero en una pro-

porción sólo detectable en otras especies, mientras que su-

cede lo contrario para cistina y a-alanina. Además N. taba-
cum contiene menos lisina, histidina, amonio, arginina, áci-
do aspártico, STAG (mezcla de serina, treonina, asparraguina

y glutamina), glicina, valina, isoleucina, leucina, fenil-
alanina y ácido ^f-aminobutírico, y más taurina, metionina-S-
óxido, prolina, ácido «-amino-adípico, tirosina y galactosa-

mina. En los híbridos de la F1, la concentración de la mayo-
ría de los aminoácidos libres es, con algunas excepciones,

menor que en los progenitores.

Noguchi y colab. (1961) estudiaron los compuestos nitro-

genados del jugo de tabaco, e informaron que las amidas y

los aminoácidos básicos constituían una gran parte del N-
amino y amido. Entre los aminoácidos y aminas, glutamina se

encuentra en mayor cantidad, seguida de asparraguina, y des-

pués de lisina, leucina y serina.

Se conocen muchos factores que afectan a los niveles y

composición de aminoácidos libres y proteicos en tabaco. La
hora del día, el estado de crecimiento y desarrollo de la

planta, la infección patológica o el desorden fisiológico,
el estado nutritivo y la edad fisiológica se ha demostrado

que juegan papeles importantes en el contenido de aminoáci-
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dos y proteínas. Por ejemplo, el nitrógeno proteico usual-
mente decrece durante la noche (De Bonis 1951). También los

aminoácidos libres experimentan variación diurna.

Noguchi y Tamaki (1962) informaron que en las hojas de
tabaco verde, los aminoácidos ácido )f-aininobutírico, ácido
glutámico, prolina, serina, alanina, glicina y treonina al*-
canzaban sus máximos contenidos de cerca de 2 ppm. Serina,

glicina y arginina incrementaban rápidamente durante el día,
mientras que el ácido aspártico tenía su máximo contenido

durante la noche. El contenido de ácido y'-aminobutírico
ría irregularmente con el tiempo, pero predomina siempre so-

bre los otros aminoácidos.

va-

Mizusaki y colab. (1964) observaron que la biosíntesis de

prolina, formada de glutamina, era muy activa durante el

día, pero muy lenta por la noche. Las características físi-
cas, reflejan en parte la composición de la hoja. En el caso

del tabaco Bright de buena calidad, la consistencia del

cuerpo de la hoja parece afectar la cantidad de aminoácidos
Esta influencia es muy pronunciada en el tabacolibres.

Burley.

Se conoce bien que el desorden fisiológico afecta al con-

tenido de aminoácidos y proteinas de tabaco. Cualquier per-
turbación en el desarrollo de la planta, desviándolo de su

curso normal, ocasiona un mayor nivel de aminoácidos, excep-

to, probablemente,aquella causada por deficiencia de nitro-

geno (Tso y Burk 1962, Tso y colab. 1962, Tso y McMurtrey

1960).

Steinberg y colab. (1950) encontraron un agudo incremento
en el contenido de aminoácidos libres en plantas deficientes
en Ca2+, Mg2+, K+ y. P.

En un estudio de campo de tabaco Burley 21, tabaco de ho-

jas delgadas, Bortner y Hamilton (1966) observaron que limi-
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tando cualquiera de los nutrients nitrógeno, fósforo.ó po-

tasio se reducía en gran medida el contenido de aminoácidos,
especialmente ácido glutámico, prolina, arginina y lisina.

El incremento de nitrógeno aumentaba en proporción a la

concentración de aminoácidos totales, particularmente treo-

nina, asparraguina, ácido glutámico, prolina y arginina.

Noguchi' y colab. (1967) revelaron que la proporción de

prolina y serina, y el contenido total de aminoácidos en las

hojas era considerablemente mayor en cultivos con nitrógeno
en forma amónica que de nitrato, mientras que para ácido
aminobutírico, alanina y glicina sucedía al revés.

1.2.2. Control de la biosíntesis de aminoácidos

De los caminos biosintéticos se deduce que en la síntesis
de algunos aminoácidos puede intervenir un determinado pre-

cursor. Por ejemplo, el glutamato es un precursor en la bio-
síntesis de prolina y arginina; pero estos aminoácidos se

acumulan en diferentes proporciones, lo que sugiere que el

paso de glutamato a prolina o arginina está regulado y no es

un fenómeno al azar.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la sin-
tesis de diferentes productos a partir de un precursor co-

mún. En el caso de prolina y arginina se ha sugerido, aunque

no hay evidencia experimental disponible en plantas superio-

res, que la contribución relativa de glutamato para la for-
mación de uno u otro aminoácido, depende del grado de aceti-
lación del glutamato; se ha postulado que el glutamato sus-

tituido pudiera servir como sustrato preferente para la bio-
síntesis de arginina mientras que el ácido libre sería uti-
lizado para la síntesis de prolina.

La regulación de la biosíntesis de aminoácidos derivados
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de aspartato es también compleja, y no se conocen todavía
los factores que determinan la conversión relativa de aspar-

tato en treonina, metionina, isoleucina y lisina, se ha su-

gerido que la regulación serla ejercida a nivel de aspartil-

quinasa. De ser así, el control de este enzima por lisina

regularía también la conversión de aspartato en treonina,
metionina e isoleucina.

Durante la biosíntesis de alanina, valina y leucina, hay
una competición potencial por el carbono derivado de piruva-

to; de nuevo quedan por resolver los factores que controlan
la derivación del carbono del piruvato en cualquiera de es-

tos aminoácidos. Se ha demostrado, sin embargo, que en algu-
nos casos la corriente de carbono a un aminoácido particu-

lar, es una función de la concentración de aquel aminoácido.
Se han efectuado, con éxito, experimentos de nutrición,
para demostrar que aminoácidos exógenos suministrados pre-

vienen la entrada de glucosa o acetato en aminoácidos espe-

cificos.

Este tipo de regulación por renutrición en el que el pro-
ducto final previene la entrada de metabolitos, es decir,

carbono, en una secuencia metabólica particular, puede ser

atribuida a dos causas: inhibición por el producto final ó
represión por el producto final. En el caso de inhibición
por el producto final, el producto final de un camino meta-
bólico particular inhibe la actividad de enzimas implicados
en las reacciones iniciales de aquel, camino. En la represión
por el producto final, un producto final particular causa

una determinación de la síntesis de enzimas requeridos para

las reacciones iniciales de una secuencia metabólica.

En plantas superiores, la evidencia hasta ahora, aunque

limitada, indica que la inhibición por el producto final es

el principal mecanismo para regular el metabolismo aminoáci-
do.
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Enzimas implicados en la biosíntesis en plantas que

han mostrado estar sujetos a al inhibición por el producto
final son:

InhibidorEnzima

Isoleucina

Ac. acetohidroxi-sintetasa Leucina

Valina

Homoserina-deshidrogenasa Treonina

Treonina-desaminasa Isoleucina

Isopropil-malato-sintetasa Leucina

TriptófanoAntralinato-sintetasa

Lisina
Aspartato-quinasa

Treonina

Los experimentos de Fletcher y Beevers (1971) indican que

este tipo de renutrición y regulación por el producto final,
es un aspecto normal del metabolismo y no un artefacto, que

es inducido por los aminoácidos exógenos. En estos estudios,
la aplicación del inhibidor de la síntesis proteica ciclohe-

ximida, inhibía la síntesis proteica, y entonces se restrin-

gía marcadamente la incorporación de precursores en los ami-
noácidos arginina, lisina, isoleucina, valina y prolina. El
cese rápido de síntesis de estos aminoácidos era interpreta-
do como debido a una acumulación transitoria de los aminoá-

cidos, cuando su incorporación en proteína era evitada. Los

aminoácidos acumulados por el proceso de inhibición por el

producto final prevenían la entrada de carbono marcado en

secuencias metabólicas que conducen a su síntesis.

Se han publicado datos que parecen demostrar que la inhi-
bición de los niveles enzimáticos por el producto final, en

cultivos de tejidos vegetales, no se produce en los casos de
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treonina-desaminasa (Dougall 1970) y antralinato-sintetasa
(Widholm 1971). Según la demostración de Davies (1971) de

que la actividad de treonina-desaminasa varía drásticamente
durante el crecimiento de Rosa ?F.aülis. Scarlet" ,. la aparente

perdida de inhibición del enzima por el producto final, por

adición de isoleucina exógena (Dougall 1970) es inesperada.
Una interpretación de estos datos es que las células vegeta-

les, que crecen rápidamente en un medio de cultivo usual,
tienen la suficiente capacidad enzimática para cubrir sus

necesidades biosintéticas, y que este nivel de capacidad en-

zimática es el mismo, o muy aproximado, al nivel de inhibi-
ción total del enzima. Los productos finales de las rutas
biosintéticas se mantienen al nivel suficiente para llevar
a cabo la inhibición total, o casi total, de los niveles en-

zimáticos.

Los aminoácidos solubles libres se originan como conse-

cuencia de biosíntesis o como resultado de la hidrólisis de

proteínas; la interrupción de la síntesis de proteinas po-

dría resultar (igualmente) en una acumulación de aminoácidos
solubles. Sin embargo, la observación que la composición de
aminoácidos de la fracción soluble difiere de aquella de las

proteinas, indica que los aminoácidos solubles no son nece-

sariamente precursores de la síntesis proteica, ni productos
directos de la degradación proteica. Actualmente se piensa
en la existencia de pools de aminoácidos, algunos de ellos
son metabólicamente activos y contribuyen directamente a la
síntesis proteica, mientras que otros están localizados en

pools de acumulación•(Bidwell y colab. 1964). Así, la compo-

sición de los aminoácidos solubles no tiene porque guardar
relación con los aminoácidos presentes en las proteínas.
Adicionalmente, la composición de los aminoácidos de la

fracción soluble puede fluctuar sin alterar notablemente la

composición de aminoácidos de las proteinas.
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1.3. Significación y metabolismo de poliaminas en plantas

En la actualidad se conoce bien que la diamina putrescina

y las poliaminas espermidina y espermina, presentes en la
célula vegetal en estado libre y conjugado (Smith 1981), son

componentes omnipresentes en las células de plantas superio-
res. Por otra parte, existe evidencia experimental reciente,
en sistemas vegetales, que apoya su función como reguladores
de la proliferación y diferenciación celular, propuesta pre-

viamente para las células animales y bacterias (Bachrach y

colab. 1983). Así, se ha demostrado que las poliaminas pro-

mueven la síntesis de macromoléculas y estimulan la división
nuclear en protoplastos de cereales (Galston 1983), están
implicadas en el primer estado proliferativo del desarrollo
del fruto de tomate (Cohén y colab. 1982) y en la formación
de embriones en cultivos en suspensión de células de zanaho-
ria (Feirer y colab. 1984). Además, las poliaminas ejercen
otras funciones, entre ellas el retardo efectivo de la se-

nescencia en mono- y dicotiledóneas (Galston 1983), y pue-

den tener un importante papel en las respuestas al "stress"
de la planta. Finalmente, en tabaco, donde las poliaminas
están frecuentemente conjugadas con ácidos cinámicos y sus

derivados (Cabanne y colab. 1977, Mizusaki y colab. 1971),
su formación ha sido correlacionada con el paso al estado

reproductivo (Cabanne y colab.1981) y resistencia a virus

(Martin-Tanguy y colab. 1976), pero no con la síntesis de
alcaloides.

En este apartado trataremos de los principales caminos de
biosíntesis y degradación de poliaminas (putrescina, esper-

midina y espermina) y la localización subcelular
zimas de su metabolismo, de la regulación de la biosíntesis
de poliaminas por fitohormonas, y finalmente del papel de
las poliaminas en el crecimiento y desarrollo de las plantas

de los en-
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en condiciones normales y de "stress".

1.3.1. Metabolismo de las poliaminas en plantas

La diamina putrescina ocupa una posición central en la ru-

ta de biosíntesis de poliaminas, debido a que es el precur-
sor obligado de espermidina y espermina en todos los orga-

nismos vivos hasta ahora examinados, y también en la ruta

de biosíntesis del alcaloide nicotina, y de una variedad de
otros productos secundarios (Smith 1970, Yoshida y Mitake

1966, Slocum y colab. 1984).

En las plantas, los mecanismos de regulación de la bio-
síntesis y degradación de putrescina y de las poliaminas en

general, son menos conocidos que en otras especies de euca-

riotas y bacterias, sin embargo en los últimos años se ha

progresado mucho en el conocimiento de estos procesos, debi-
do a la purificación y caracterización bioquímica de algunos
de los enzimas mayoritarios del metabolismo de las poliami-
ñas en los organismos vegetales. Además, el análisis del me-

tabolismo de arginina y ornitina marcadas radioactivamente
han aportado datos adicionales sobre la naturaleza de la
biosíntesis de poliaminas en distintas condiciones de creci-
miento.

1.3.2. Biosíntesis y degradación de poliaminas

En células de mamíferos (Pegg y McCann 1982) y en hongos

(Tabor y colab. 1982), la etapa inicial y limitante de la
velocidad en la biosíntesis de poliaminas, es la descarboxi-
lación de ornitina para formar putrescina. Esta etapa es ca-

talizada por el enzima dependiente de piridoxal fosfato, or-

nitina descarboxilasa (ODC).

En plantas y bacterias (Tabor y Tabor 1983) la biosínte-
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sis de poliaminas es más compleja debido a la existencia de
dos caminos que conducen a la síntesis de putrescina. Pu-
trescina puede formarse directamente, mediante descarboxila-

ción de ornitina por ODC, o indirectamente, a través de una

serie de intermediarios que siguen a la descarboxilación de

arginina (Fig. 1). A pesar de que se han identificado los

intermediarios clave, existen todavía dudas sobre algunos

aspectos de la síntesis de putrescina a partir de arginina
en distintas plantas. La descarboxilación de arginina para

producir agmatina es catalizada por otro enzima dependiente
de piridoxal fosfato, arginina descarboxilasa (ADC) (Smith
1979). Agmatina es hidrolizada después a N-carbamoilputres-
ciña (NCP) por agmatina iminohidrolasa (Sindhu y Desai 1979).
Además hay también evidencias sobre la existencia de dos ca-

minos, aparentemente no relacionados, para la síntesis de

putrescina a partir de NCP. En uno de ellos, la mitad carba-
moil de NCP es metabolizada a C02 y NH3 por NCP aminohidro-
lasa, formando directamente putrescina (Yanagisawa y Suzuki

1982). El mecanismo alternativo propuesto para la síntesis
de putrescina sería vía un enzima multifuncional, putrescina
sintetasa (Srivenugopal y Adiga 1981).

En plantas superiores, el enzima arginasa (ARG) puede
convertir directamente arginina en ornitina, la cual puede
utilizarse posteriormente en la síntesis de putrescina por

ODC ó metabolizarse a arginina a través del ciclo de la or-

nitina (Fig. 1).

Las poliaminas espermidina y espermina se sintetizan a

partir de putrescina por adiciones consecutivas de grupos

aminopropilo cedidos por S-adenosilmetionina descarboxilasa.

(SAM). Las adiciones de grupos aminopropilo son catalizadas

por aminopropiltransferasas específicas, denominadas común-

mente espermidina y espermina sintetasas (Baxter y Coscia

1973, Hirasawa y Suzuki 1983, Sindhu y Cohén 1984). En plan-
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tas y otros organismos se acepta que las actividades esper-

midina y espermina sintetasa se efectúan por dos enzimas di-

ferentes; sin embargo, sólo se ha caracterizado la espermi-
dina sintetasa (Sindhu y Cohén 1984).

Figura 1.

carbamil- Pácido glutámico

< t

^ citrulinaL-ornitina 4

ARG

L-arginina

ADC

ODC

L -agmatina

N-carbamil

Putrescina

1 r

putrescina

1
espermidina, espermina
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Mediante estudios con compuestos marcados, se ha observa-
do que la mitad aminopropil incorporada a las poliaminas de-
riva de metionina vía SAM (Torget y colab. 1979, Cohén y co-

lab. 1981), la cual es descarboxilada por el enzima SAM des-
carboxilasa (Baxter y Coscia 1973, Suresh y Adiga 1977, Su-
zuki e Hirasawa 1980) y utilizada en la biosíntesis de po-

liaminas. Alternativamente, SAM puede metabolizarse sucesi-

vamente a ácido 1-aminopropil-l-carboxílico (ACC) y etileno,
una hormona de la senescencia de la planta (Adams y Yang

1979, Lieberman 1979). Puesto que poliaminas y etileno com-

piten por un precursor común -SAM- (Even-Chen y colab. 1982,

Roberts y colab. 1984), SAM ocupa un lugar crucial en los
caminos metabólicos importantes que regulan la senescencia.

La degradación de poliaminas en plantas se efectúa por

diamino oxidasas (DAO) y poliamino oxidasas (PAO). En legum-
bres y otras especies vegetales, la putrescina es oxidada
directamente a HgOg, NH^ y pirrolina por DAO (Yanagisawa y
colab. 1981, Floris y colab. 1983, Chaudhuri y Ghosh 1984).
En las Solanáceas, que contienen muchas poliaminas como ami-
das conjugadas del ácido cinámico (Smith y colab. 1983), no

se ha detectado actividad amino oxidasa (Flores 1983), por

lo que se especula con la posibilidad de que los niveles de

poliaminas libres en estos tejidos puedan estar regulados a

través de la formación de conjugados reversibles, u otros

tipos de cambios metabólicos, más bien que a través del ca-

tabolismo oxidativo. Experimentos recientes sugieren que pi-
rrolina es metabolizada a succinato vía un intermediario

-ácido K-aminobutírico- (Terano y Suzuki 1978, Flores y Fil-
ner 1984), mientras que el diaminopropano es degradado a

alanina (Terano y Suzuki 1978).

Aparte de su biosíntesis y degradación, se conoce relati-
vamente poco sobre el metabolismo adicional de las poliami-
ñas consideradas, aunque en algunas plantas parecen actuar
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como precursores en la formación de metabolitos secundarios.
En tabaco, putrescina, derivada de arginina u ornitina (Yos-
hida 1969) se incorpora al anillo de N-metilpirrolidina de
nicotina (Mizusaki y colab. 1973) como se considera amplia-
mente en el apartado 1.4.1. (pag. 34). Putrescina también
actúa como precursor en la síntesis de alcaloides del tropa-
no (Schoofs y colab. 1983). En numerosas especies vegetales
se ha observado la producción dé amidas, inusuales del ácido
cinámico conjugadas de poliaminas (Martin-Tanguy y colab.

1978), y parece que estos compuestos pueden estar implicados
en ciertos procesos del crecimiento y desarrollo, tales como

la floración (Smith y colab. 1983).

1.3.3. Compartimentación subcelular de los enzimas bio-
sintéticos de las poliaminas

Se conoce muy poco sobre la compartimentación subcelular
de las poliaminas y la localización de sus enzimas metabóli-
eos en plantas. En general, los enzimas del metabolismo de
los aminoácidos, en las células vegetales, están comparti-
mentados (Miflin y Lea 1977), y los resultados de algunos
estudios han indicado que este puede ser también el caso de
los enzimas del metabolismo de las poliaminas. Por ejemplo,
el efecto metabólico de la arginina aplicada exógenamente
puede ser totalmente distinto al de la arginina endógena en

la biosíntesis de poliaminas (Schuber y Lambert 1974). Un

problema similar, que puede encontrarse al demostrar que las

poliaminas limitan el crecimiento u otros procesos en inves-

tigación, es que ni siquiera las poliaminas suministradas

exógenamente se metabolizan siempre de igual manera que las

poliaminas endógenas (LeRudulier y Goas 1977).

Aunque las observaciones precedentes apoyan la idea de

que los enzimas del metabolismo de las poliaminas están fun-
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cionalmente compartimentados en la célula, no se conoce

prácticamente nada referente a su localización en los com-

partimientos celulares.

1.3.4. Regulación de la biosíntesis de poliaminas en

plantas superiores por fitohormonas

Existen evidencias de que, en animales, la biosíntesis de

poliaminas es una respuesta a hormonas (Seely y colab. 1982)
u otros activadores moleculares (Perella y colab. 1983, Se-

ely y Pegg 1983, Veldhuis 1982).

En vegetales, se ha demostrado también que las hormonas

reguladoras del crecimiento pueden producir, en tejidos es-

pecíficos, cambios en el metabolismo de las poliaminas, y se

ha propuesto que las poliaminas, que pueden o no ser móviles
en las plantas (Young y Galston 1983b),pudieran actuar como,

"mensajeros secundarios" actuando sobre procesos hormonales
intracelulares (Galston 1983).

En tejidos de tubérculos de Heliantus tuberosus en letar-

go, en los cuales el crecimiento parece hallarse limitado

por los niveles endógenos de poliaminas, la aplicación de
una auxina, 2,4-D, activa la biosíntesis de poliaminas en-

dógenas, la síntesis de macromoléculas y el crecimiento

(Bagni y colab. 1980). Las poliaminas exógenas pueden susti-
tuir a la auxina en sus respuestas (Bagni y colab. 1978).
Estos hechos apoyan la idea de que las respuestas hormonales
se efectúan por medio de poliaminas. La formación de raíces
adventicias inducida por auxina, en plántulas de judia mung

implica también un incremento de la biosíntesis de poliami-
ñas (Friedman y colab. 1982, Jarvis y cólab. 1983). La inhi-
bición de esta respuesta por metilglioxal bis(guanilhidrazo-
na) (MGBG), y su reversibilidad por aplicación de arginina
u ornitina, apoyan igualmente la idea de que para que esta
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respuesta se efectúe es necesaria la biosíntesis de poliami-
ñas (Friedman y colab. 1982).

Otras respuestas del crecimiento y desarrollo vegetal de-
bidas a las hormonas, también parecen implicar cambios en el
metabolismo de las poliaminas. Por ejemplo, Dai y colab.

(1982) observaron que el incremento, inducido por gibereli^

ñas, de la elongación de los entrenudos de guisante enano

está acompañado de un incremento simultáneo en los niveles
de poliaminas y en la actividad de ADC. También Cho (1983b)
indicó que la. síntesis de putrescina incrementa durante la

elongación de los hipocotilos de letuca inducida por GAg.
La síntesis de oc-amilasa inducida por giberelinas, en teji-
dos de aleurona de cebada, puede ser inhibida por <*-difluo-

rometilarginina (DFMA, un inhibidor irreversible) (Bernal-
Lugo 1983), aunque la naturaleza de algunas poliaminas im-

plicadas en esta respuesta todavía no está clara. Lin (1984)
observó que los niveles de poliaminas en las células de la

capa de aleurona no se alteraban en respuesta a la promo-

ción, por GAg, o a la inhibición, por ácido abscísico, de la
oi-amilasa. Sin embargo, un descenso previo de los niveles de

espermidina, por inhibición de la SAM descarboxilasa, por

MGBG, hacía disminuir la subsiguiente inducción de la acti-
vidad oc-amilasa por GA^, lo que sugiere que las poliaminas
desempeñan alguna función desconocida en la inducción hormo-
nal de este enzima. Recientemente, Kyriakidis (1983) ha de-

mostrado que GA^ y AIA incrementan 4 veces la actividad ODC
en plántulas de cebada germinantes.

También se ha observado, que las citoquininas activan la
biosíntesis de poliaminas en algunos sistemas vegetales. Qui-
netina y benziladenina incrementan la síntesis de putrescina
en cotiledones de letuca crecidos en la luz (Cho 1983a). Su-

resh y colab. (1978) indicaron que, en tejidos de cotiledo-
nes de pepino, la actividad ADC y el contenido de putrescina
incrementaban en respuesta al tratamiento con benziladenina.
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Las citoquininas pueden revertir también la inhibición de
esta respuesta por otras hormonas vegetales, como el ácido
abscísico (ABA), indicando, posiblemente, que la biosínte-
sis de poliaminas en estas plántulas está bajo control de

múltiples hormonas. La actividad ADC en yemas de guisante

etiolado, irradiado con luz roja, incrementa también, cuan-

do tratado con bajas concentraciones de benciladenina, que

no afectan al crecimiento (Palavan y colab. 1984).

De las hormonas vegetales mayoritarias, el etileno ha si¬

do el más ampliamente investigado respecto al metabolismo de
las poliaminas. Esto puede atribuirse principalmente al he-
cho de que las poliaminas presentan marcadas propiedades an-

tisenescentes, que antagonizan directamente varias respues-

tas que se efectúan por medio de etileno, y a que el etileno

y las poliaminas comparten un intermediario común, el SAM.
En pétalos de Tradescantia senescente, Suttle (1981) demos-
tró que la adición de poliaminas exógenas reducía la produc-
ción de etileno inducida por auxina. Resultados similares se

han obtenido en frutos de manzana senescente en tejidos de

hojas de tabaco y judía pinta, y en piel de naranja senes-

cente (Even-Chen y colab. 1982).

1.3.5. Papel de las poliaminas en el crecimiento y des-
arrollo de las plantas

En las plantas, el crecimiento activo y la división celu-

lar están relacionados con una intensa síntesis de macromo-

léculas y poliaminas. Así se ha demostrado en estudios efec-
tuados con tejidos tumorales de Scorzonera hispánica (Spe-
ranza y Bagni 1977) y Nicotiana glauca (Audisio y colab.

1976), y con tejidos de Heliantus tuberosus que han superado
el letargo (Bagni y colab. 1980). También se ha observado
una biosíntesis incrementada de poliaminas en cultivos en

suspensión de células de tabaco que se dividen activamente
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(Heimer y colab. 1979), yemas en crecimiento y hojas de Pha-
seolus (Palavan y Galston 1982), tejidos meristemáticos de

yemas de tubérculos de patata que emergen del letargo (Kaur-
Sawhney y colab. 1982), ápices de raíz de centeno (Dumortier
y colab. 1983) y tomate en desarrollo (Cohén y colab. 1982).
En cultivos de tejidos de aliso (Huhtinen y colab. 1982) y

protoplastos de trigo (Kaur-Sawhney y colab. 1980), la adi-
ción de poliaminas exógenas estimula la mitosis.

El incremento de la biosíntesis de poliaminas durante la
fasb del ciclo celular, que precede a la iniciación de la

síntesis de ADN en las células en división, parece ser un

fénómeno universal en animales (Fuller y colab. 1977) y

plantas (Cohén y colab. 1983). En cultivos sincrónicos de
Chlorella se produce un incremento de la actividad ODC y de
los niveles de poliaminas, que precede a la síntesis de ADN

y la división celular (Cohén y colab. 1984). En cultivos
sincrónicos de Euglena, se produce un segundo incremento de
la síntesis de poliaminas durante las fases S y que pre-

ceden a la división celular (Adlakha y colab. 1980). Sin em-

bargo, la acumulación de poliaminas en estas células no es

suficiente para inducir división celular, la cual depende
del metabolismo de poliaminas durante las fases S y M

indica el rápido descenso de sus niveles al iniciarse la di-
visión. Estas observaciones sugieren que las poliaminas des-

empeñan un importante papel a lo largo del ciclo celular.

Mientras la biosíntesis de poliaminas durante la activa
división celular parece iniciarse por cambios en la activi-
dad ODC, la biosíntesis de poliaminas en tejidos en activo
crecimiento en extensión, generalmente, es el resultado de
la actividad ADC (Smith 1981, Bagni y colab. 1983). Además,
en un órgano determinado, se ha demostrado que existen gra-

dientes en los niveles de poliaminas específicas y la acti-

vidad de los enzimas de su biosíntesis (Dumortier y colab.

1983, Cohén y colab. 1982, Smith y Best 1977); en los teji-

como
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dos, estos gradientes producen cambios aproximadamente para-

lelos a las proporciones de división y extensión celular.

Los cambios en el metabolismo de las poliaminas están re-

lacionados con diversos procesos del desarrollo vegetal. Por

ejemplo, Bagni (1970) observó cambios en los niveles de po-

liaminas de cotiledones y yemas de plántulas de Phaseolus,

paralelos a cambios en la síntesis macromolecular. Resulta-
dos similares se observaron durante el crecimiento de ejes
embrionarios de plántulas de Lathyrus (Ramakrishna y Adiga

1975), lo que permitía sugerir que las poliaminas interve-
nían en la morfogénesis de las plántulas.

Además de su papel en la regulación del desarrollo fisio-

lógico de tejidos maduros, los cambios en la síntesis y los
niveies de poliaminas influyen también en la diferenciación
celular, la cual es un proceso inherente al desarrollo de

tejidos vegetales organizados. En callos de tabaco, Malfatti

y colab. (1983) han demostrado que la proporción de síntesis
de poliaminas es muy baja, mientras que se acumulan arginina

y otros aminoácidos. Sin embargo, cuando se produce diferen-
ciación de yemas de tallo y raices, inducida por auxina, la
síntesis de putrescina incrementa marcadamente. Otros auto-

res han propuesto que las poliaminas están implicadas en la
formación de raices adventicias inducida por AIA (Friedman
y colab. 1982, Jarvis y colab. 1983). Una demostración expe-

rimental más convincente de la diferenciación de tejidos por

medio de poliaminas se realizó en el sistema embriogénico de
zanahoria. Montague y colab. (1978, 1979) demostraron que la
actividad ADC' y los niveles de poliaminas son aproximadamen-
te el doble en cultivos embriogénicos que en cultivos no em-

briogénicos. Recientemente, Feirer y colab. (1984) han ob-
servado que la embriogénesis de zanahoria puede ser bloquea-
da por la inhibición in vivo de ADC con DFMA, y que esta in-
hibición revierte por aplicación de putrescina exógena. Por

el contrario, o<.-difluorometilornitina (DFMO, un inhibidor
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irreversible) no inhibe la embriogénesis, lo que sugiere,
de acuerdo con Slocum (1984), que le desarrollo dependiente
de poliaminas está regulado por cambios en la actividad ADC

más bien que en la de ODC.

1.3.6 Metabolismo de poliaminas en plantas en "stress"

Diversos tipos de condiciones de "stress" producen cam-

bios metabólicos característicos, que ocasionan la acumula-
ción de putrescina en concentraciones elevadas en los teji-
dos vegetales, mientras que las otras poliaminas permanecen

esencialmente estables. Aunque la significación fisiológica
de esta respuesta no se conoce, puede ser de fundamental im-

portancia, ya que las plantas que crecen en ambientes natu-
rales deben adaptarse continuamente a condiciones subletales

de "stress".

A partir del trabajo original de Richards y Coleman

(1952), varios investigadores han aportado datos sobre los
elevados incrementos de los niveles de putrescina en diver-
sas plantas deficientes en K+ (Smith 1970, Klein y colab.

1979, Young y Galston 1984). Murty y colab. (1971) sugirie-
ron que el incremento en los niveles de putrescina compensa-

ba aproximadamente un 30% de la perdida de K+ en hojas de

grosellero negro, y así podían tener una función en el man-

tenimiento del balance iónico en estos tejidos.

Los tratamientos que generan un exceso de iones H+ en los

tejidos, como nutrición ácida (Smith y Sinclair 1967, Young

y Galston 1983a),exposición a S02 (Priebe y colab. 1978), o
nutrición con NH+ (Priebe y colab. 1978, Klein y colab.

1979), también producen elevados niveles de putrescina en

las plantas. Una respuesta similar se observa en tejidos en

"stress" osmótico, como plantas marchitas u hojas situadas
en soluciones de elevada molaridad (Flores y Galston 1982,
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1984). Esta respuesta, que puede ser un mecanismo para regu-

lar las perdidas de agua producidas por un incremento de la
osmolaridad intracelular, es fundamentalmente distinta a la

de las bacterias (Munro y colab. 1972) y células de mamife-
ro (Munro y colab. 1975). En estos organismos, un incremen-
to de osmolaridad produce una rápida excreción de putresci-
na como respuesta a la toma de K+, lo que da lugar a una

disminución de los niveles intracelulares de putrescina.

La acumulación gradual de putrescina en plantas deficien-
tes en K+ (Smith 1979), o en plantas mantenidas con NH+ co-

moúnica fuente de nitrógeno (LeRudulier y Goas 1975), está
relacionada con un incremento en la actividad ADC durante

un período de varios días o semanas.,En hojas de avena defi-
cientes en K+ los niveles de ADC son aproximadamente 8 ve-

ces superiores que aquellos de los controles (Smith 1979,

Young y Galston 1984). También los niveles incrementados de

putrescina en hojas de avena con "stress" osmótico y "stress-
H+" están relacionados con una actividad ADC incrementada.

En ambos casos, esta respuesta se produce al cabo de 1-2 ho-
ras y depende de la síntesis continua de proteinas, esto se

observó en estudios con el inhibidor cicloheximida. El in-

cremento en los niveles de putrescina, que puede ser más de
60 veces superior en hojas con "stress" osmótico que en las

hojas control después de 6 horas de tratamiento (Flores y

Galston 1982), puede ser bloqueado por DFMA, pero no por

DFMO. Estos resultados sugieren que la síntesis de putresci-
na se debe principalmaente a un incremento de la actividad

ADC, más que a la actividad ODC, en plantas en "stress".

Otros estudios indican, sin embargo, que la descarboxila-
ción de arginina por ADC no constituye siempre el principal
camino de síntesis de putrescina en las plantas, y que ADC

y ODC son activas y están implicadas en la biosíntesis de

putrescina (Yoshida 1969, Schuber y Lambert 1974). Más re-
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cientemente se ha observado que en frutos de tomate la acti-
vidad ODC incrementaba extremadamente el tercer día después
de la polinización, mientras que la actividad ADC era muy

baja (Heimer y colab. 1979), y también se observó que los
aminoácidos arginina y ornitina eran igualmente descarboxi-
lados en cultivos celulares de tabaco (Berlin 1981). De

acuerdo con Altman -y colab. (1982), altas actividades de am-

bos enzimas, ADC y ODC, son detectables en diferentes par-

tes de plántulas de judía mung. Finalmente, en raices de ta—

baco, Yang y colab. (1984) han observado que ODC era el

principal enzima implicado en la síntesis de putrescina y

que la actividad ODC, pero no aquella ADC, incrementaba ex-

tremadamente (hasta 8 veces) en las raíces de plantas deca-

pitadas.

Se tienen pocos conocimientos acerca de la significación
fisiológica de la acumulación de putrescina, la cual parece

producirse como una respuesta universal al "stress" en las

plantas (Slocum y colab. 1984). La respuesta puede ser de
naturaleza protectora, confiriéndoles una respuesta selecti-
va a las células en "stress". Ya se han indicado las propie-
dades antisenescentes de las poliaminas exógenas, pero toda-
vía no se conoce si estas poliaminas penetran en las células
senescentes y ejercen sus efectos a nivel intracelular. Aún
admitiendo que la putrescina intracelular, producida en res-

puesta al "stress",ejerza funciones análogas, es convenien-
te no obstante considerar que las diaminas, tales como pu-

trescina, son generalmente menos efectivas que las poliami-
ñas (espermidina y espermina) en la prevención del incremen-,
to de las actividades RNAasa y proteasa, la degradación de

la clorofila, y otros procesos que conducen a la senescencia

(Kaur-Sawhney y colab. 1982). La putrescina es también menos

efectiva que las poliaminas en la estabilización de las mem-

branas contra los cambios en su fluidez (Ben-Arie y colab.

-31-



1982) y salida de solutos (Altman 1982) inducidos por

"stress". Así, la acumulación de putrescina, que lógicamen-
te implica el bloqueo de la conversión metabólica de la dia-
mina putrescina en espermidina y espermina, podría parecer

una desventaja desde el punto de vista antisenescente. La
acumulación de putrescina podría ser una causa de las lesio-
nes inducidas por "stress". Se ha observado que la aplica-
ción de elevadas concentraciones de putrescina exógena son

tóxicas para diversos tejidos vegetales (Shevyakova 1966),
y la elevada acumulación de putrescina endógena puede estar
relacionada con la necrosación de tejidos de hojas deficien-
tes en K+ (Basso y Smith 1974). Obviamente, concentraciones
intracelulares elevadas de aminas libres, tales como putres-

ciña, tendrían consecuencias drásticas para la regulación
síntesis de proteinas y mante-

nimiento del pH celular y la homeostasis iónica.

del metabolismo nitrogenado,
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1.4. Síntesis de nicotina en plantas de tabaco

La nicotina es oon mucho el alcaloide más abundante del

tabaco Burley 21, promediando el 90% del contenido alcaloí-
dico total, la nornicotina el 9% y la anatabina el 1% res-

tante (Sisson y Saunders 1982). La herencia del contenido
alcaloidico total de la planta de tabaco Burley está contro-
lada por dos genes principales independientes (Legg y colab.
1969). También se ha comprobado que factores cuantitativos
o genes secundarios influyen sobre el contenido de alcaloi-
des (Matzinger y colab. 1962). Finalmente, un tercer sistema

genético asociado con la herencia alcaloídica controla la
conversión de nicotina en nornicotina (su producto de desme-

tilación). La conversión de nicotina en nornicotina está
controlada por dos loci genéticos (Mann y colab. 1964). Los

genotipos recesivos de ambos loci (0^0^202) son no-conver-
tidores y conservan nicotina como alcaloide principal. Los

genotipos dominantes de ambos loci (C^C^) son convertido-
res de nicotina. En los actuales cultivos de tabaco sólo el

locus es activo (Mann y colab. 1964). La evolución ha re-

ducido aparentemente la redundancia genética asociada con el

origen anfidiploide estas especies. Por ello, la conversión
de nicotina a nornicotina en los actuales cultivos de tabaco

depende sólo de la presencia o ausencia del alelo dominante
en el locus C^, con independencia del genotipo del locus C2
(Sisson y Saunders 1982). En la planta de tabaco intacta el
alelo no-converidor cambia a la forma convertidora de nico-

tina con una frecuencia del 0,8% por generación, lo que re-

presenta una alta frecuencia de mutación (Wernsman y Matzin-

ger 1970). Aunque es posible que esta frecuencia de mutación
pueda incrementar en los cultivos de callo de tabaco, debido
a que uno de los problemas propios del cultivo in vitro pue-

de ser la inestabilidad genética, no tenemos información de
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que se hayan realizado estudios sobre el particular.

1.4.1. Biosíntesis de nicotina y su regulación enzimática

El metabolismo de los aminoácidos está intimamente reía-

donado con la biogénesis de los alcaloides. Los aminoácidos
ornitina, ácido glutámico, prolina y arginina, actúan como

precursores más o menos directos del anillo de pirrolidina
de nicotina, y el ácido aspártico del anillo de piridina del
alcaloide. En experimentos realizados por Klein y Linser

(1933), se demostró que las plantas de tabaco puestas en di-
soluciones al 1% de prolina, ácido glutámico y ornitina,
aumentaban considerablemente su contenido de nicotina, y los
modernos métodos de marcado los confirmaron como precursores

del anillo de pirrolidina del alcaloide. Mediante la aplica-
14

ción de ornitina-2C
14

(Mizusaki y colab. 1968), glutamato-C
14

Leete 1968, Lamberts y Byerrum 1958), prolina-2C
14

y Byerrum Í958) y arginina-2C

(Lamberts

(Yoshida y Mitake 1966) a

plantas en activo crecimiento, se probó la incorporación de
estos aminoácidos en el anillo de pirrolidina de nicotina.

14
Experimentos verificados con aminoácidos marcados con C ,

aplicados a brotes de plantas de tabaco, han revelado que se

incorporan en nicotina en el siguiente orden: ácido glutámi-
co, ácido aspártico, arginina, prolina, leucina, valina, se-

riña, fenilalanina, alanina, histidina, lisina y treonina.
Es como si la biosíntesis de nicotina estuviese vinculada al

metabolismo nitrogenado global de la planta de tabaco (Lov-
kova e II'in 1962). Es decir, la especificidad de la planta

de Nicotiana sería estricta respecto al alcaloide formado,

pero no lo sería en el mismo grado respecto con los precur-

sores internos o dados de origen externo.

Puesto que los dos anillos de nicotina, el de piridina y

el de pirrolidina, se forman por separado y después se unen,

consideraremos su síntesis también por separado.
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El anillo de N-metilpirrolidina de nicotina deriva direc-
tamente de la diamina putrescina, la cual, por ello, ocupa

una posición central en el camino biosintético del alcaloi-

de. La putrescina, tal como se considera ampliamente en el

apartado correspondiente a "Significación y metabolismo de

poliaminas en plantas" (pags. 18-32), se puede formar en las

plantas directamente, a través de la descarboxilación de or-

nitina por la acción de ornitina descarboxilasa, o indirec-

tamente, a través de una serie de intermediarios, que siguen
a la descarboxilación de arginina por arginina descarboxila-

sa. A su vez, ácido glutamico y prolina pueden ser precurso-

res de putrescina vía ornitina (Fig. 2).

El camino biosintético del anillo de N-metilpirrolidina
de nicotina implica la sal de N-metilpirrolinio como Ínter-
mediario (Leete 1967). La N-metilación de putrescina y la

subsiguiente desaminación del grupo amino primario de la N-

metilputrescina son responsables de la biosíntesis de 4-me-
tilaminobutanal y la sal de N-metilpirrolinio (Fig. 2). El

primer enzima estudiado de este proceso fué la metiltransfe-
rasa (Mizusaki y colab. 1972). Aunque la N-metilputrescina
no se ha identificado en la planta de tabaco, puede servir
como precursor de nicotina, y el hecho de la caracterización
del enzima que la produce constituye además una prueba evi-
dente de su participación en la síntesis del alcaloide. El
enzima se ha extraido de las raíces -el único lugar de la

planta donde se encuentra- y es altamente específico para

putrescina. La N-metilputrescina oxidasa cataliza la desami-
nación oxidativa de N-metilputrescina a 4-metilaminobutanal,
el cual se cicla expontáneamente a ión o sal de N-metilpi-
rrolinio (Mizusaki y colab. 1972). El enzima se extrajo de
raíces de tabaco y tenía un pH óptimo de 8 y una Km para N-

metilputrescina de 0,45 mM; también tenía actividad para pu-

trescina y cadaverina, pero no para otras aminas ensayadas.
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El uso de inhibidores indicó la presencia en el mismo de las
funciones carbonilo y mercapto.

Los enzimas biosintéticos de putrescina, ornitina y argi-
nina descarboxilasas, están ampliamente distribuidos en la

planta y se han determinado en varias especies vegetales
además de en tabaco (Mizusaki y colab. 1972, Ramakrishna y

Adiga 1975, Altman y colab. 1982). Ornitina descarboxilasa
se obtuvo parcialmente purificada de raíces de N. tabacum, y

se comprobó que requería piridoxal-P como cofactor y que era

parcialmente inhibida por <f-N-metil-ornitina, pero no por

el isómero <x-N-metil-ornitina (Mizusaki y colab. 1972). Ar-

ginina descarboxilasa de Lathyrus sativus, se determinó co-

mo un enzima sulfhidrilo que también requería piridoxal-P
como cofactor. La actividad de este enzima era inhibida com-

petitivamente por varias aminas incluyendo el producto final
de la reacción, agmatina, y sustratos análogos tales como

homoarginina (Ramakrishna y Adiga 1975).

Según se indicó anteriormente, la nicotina consta además
del anillo de pirrolidina, de otro de piridina (Fig. 2). Si
se admite que el anillo de piridina procede del ácido nico-
tínico (Tso y Jeffrey 1959, Dawson y colab. 1956, Dawson y

colab. 1960), el problema está en averiguar como se forma
el ácido. En animales y hongos se admite que el precursor,
el ácido quinolínico (AQ), procede de un anillo de indol,

mientras que en las plantas superiores y bacterias, el pri-
mer intermediario conocido en la síntesis de novo de los nu-

cleótidos y alcaloides de piridina, sería producido por con-

densación de una molécula de C^-gliceraldehido-S-P y otra de
C4-ácido aspártico.
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PLANTAS SUPERIORES» BACTERIASHONGOS. ANIMALES

CHO H5C-COOH
I

HC-COOH

CH2-CH(NH2)-COOH I
CHOH

I
CH20-©

GI iceraldehido-3©

NH2

Ac. Aspártico

^^X^OOOH

^^N^^COOH
Ac. Quinolfnico

i
CICLO PIRIDIN NUCLEOTIDO

El paso siguiente es la descarboxilación de AQ a ácido
nicotínico-mononucleótido (ANMN) catalizada por el enzima

AQ-fosforribosiltransferasa (AQPRT). El valor excepcional-

mente alto de AQPRT en las raíces de tabaco

nicotina y anabasina, comparado con los bajos niveles de to-
dos los otros enzimas (Mann y Byerrum 1974), sugiere que en

la planta de tabaco la síntesis de novo del alcaloide es ac-

tivada por determinación genética.

donde se forman

El papel de otro enzima encontrado en raíces de N. rusti-

ca, el ácido nicotínico-descarboxilasa, es incierto en la

biosíntesis del alcaloide nicotina. Se sabe que se incorpo-
ra el anillo de piridina del ácido, pero no el átomo de car-

bono del carboxilo; la posición de este grupo

posición 3, es el punto de acoplamiento con el anillo de pi-
rrolidina (Yang y Waller 1965). La descarboxilasa probable-
mente forma parte de un sistema enzimático que afecta a es-

ta condensación.

es decir, la

Una vez formados los anillos de piridina y pirrolidina,
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se reúnen para formar el alcaloide. Si se dan a plantas de
Nicotiana tabacum cantidades subletales de ácido 5-fluoroni-

cotínico, se formará 5-fluoronicotina (Leete y colab. 1971).
Esto demuestra, tal como se ha indicado, que el anillo de

pirrolidina se une al de piridina por el carbono 3, es de-

cir, por el mismo carbono que el carboxilo. Según Chandler

y Gholson (1972), en las raíces hay un sistema enzimático,
que no se halla presente en hojas y tallos, implicado en la
biosíntesis de nicotina y que cataliza el desprendimiento
de C1402 correspondiente al carboxilo. Uno de los enzimas
del sistema puede descarboxilar el ácido nicotínico (ácido
nicotínico descarboxilasa); otro enzima puede estar implica-
do en la rotura del doble enlace del ión N-metilpirrolinio,

y un tercer enzima puede unir el ácido nicotínico descarbo-

xilado y el anillo de pirrolidina modificado por un nuevo

y C-3 para formar nicotina (Waller y Der-
mer 1981), como se indica en la siguiente figura.

enlace entre C-2

COOH
3

+ 2'

N
I
ch3

Ion de Nmetil—A' —pirrolinioAc. Nicotínico

,-H

N

ch3
N

Derivado químico de piridina

I
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Nicotina

Según Mizusaki y colab. (1973), el efecto de decapitar

plantas de tabaco de 4 semanas de edad se traducía en un in-

cremento de la actividad enzimática y en la acumulación de

nicotina en la raíz. Además, la administración de nicotina

a las plantas en la concentración de 0,5 mM causaba el 50%
de la inhibición de la síntesis de los enzimas implicados en

su formación y casi la total inhibición en la concentración
5 mM. Puesto que las plantas intactas contienen suficiente
nicotina como para causar el 50% de inhibición, es posible

que la acumulación de nicotina en las raíces reprima la sin-
tesis de enzimas inducida por decapitación del tallo.

El ácido (3-indolacético (AIA) , dado a plántulas en baja
concentración al tiempo de la decapitación, estimulaba la

producción de enzima, mientras que a mayores concentraciones

inhibía tal producción y por último la detenía enteramente

(Mizusaki y colab. 1973). El AIA, sin duda, es importante en

la regulación de•la biosíntesis del alcaloide.

1.4.2. Regulación de la producción de nicotina in vitro

La eficiente producción de compuestos secundarios por los
sistemas de cultivos vegetales in vitro, depende en gran par-
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te de los factores ambientales y biológicos. Ya que si bien
el material genético -DNA- determina las potencialidades pa-

ra el desarrollo, el medio determina el grado y la clase de

potencial genético que realmente se manifiesta. El medio in-

fluye sobre el crecimiento, diferenciación y metabolismo ce-

lulares debido a que controla, a través de sus efectos sobre
la síntesis proteica y la actividad enzimática,' la expresión
de su dotación genética o genoma.

Seguidamente se examina la información encontrada acerca

del efecto de los factores ambientales y biológicos sobre
la producción de nicotina en cultivo de callo de tabaco.

A.- Luz

De todos los factores externos que pueden afectar al des-

arrollo vegetal, los efectos de la radiación, especialmente
de la luz visible, son los mejor conocidos. En los organis-
mos fotoautótrofos la radiación se hace efectiva principal-
mente a través de la fotosíntesis. Pero, además, puede afee-
tar la morfogénesis de los vegetales de manera específica;
este fenómeno se conoce como fotomorfogénesis y los efectos

respectivos debidos a la radiación como fotomorfósis. Por
no es de extrañar que se tenga mayor información de

los efectos de la luz sobre la producción de metabolitos se-

cundarios en cultivos de callo y células en suspensión, que

la que se tiene de los efectos de otros factores físicos del
medio ambiente.

ello

En un número de cultivos de tejidos se ha podido demos-
trar que, generalmente, la luz estimulaba la formación de

compuestos, que incluyen carotenoides, flavonoides, polife-
noles y plastoquinona. En contraste con estos efectos esti-
mulantes de la luz, diversos autores han encontrado que la

blanca o azul inhibía casi completamente la formaciónluz
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de diversos compuestos secundarios (Tabata 1977).

Weeks y Bush (1974) indicaron que las semillas de tabaco
en germinación
la protusión de la radícula, contenían más alcaloide que

aquellas que permanecían en la luz durante este estado -19
horas de luz al día-, pero que el contenido de nicotina en

las mismas era mayor cuando las semillas se iluminaban des-

pués de la protusión de la radícula. Debido a estas observa-

ciones, los autores sugirieron que los precursores del alca-
loide se formaban más rápidamente en la oscuridad, pero que

la luz favorecía su conversión en nicotina.

que se encontraban en la oscuridad antes de9

Posteriormente, Ohta y Yatazawa (1978) estudiaron el efec-
to de la luz sobre la producción de nicotina en cultivos de

callo de tabaco. Observaron que la luz inhibía la producción
de nicotina, incluso cuando el crecimiento del callo era es-

timulado ligeramente por la luz, y que el efecto inhibitorio
de esta era proporcional a la intensidad de la radiación y

al período de iluminación. No encontraron diferencias desta-
cables entre los efectos de la-luz roja y azul en la produc-
ción de nicotina por los callos ensayados. Sin embargo, el
contenido de alcaloide de los callos crecidos en la luz ro-

ja o azul era considerablemente más alto que aquel de los
callos crecidos en la luz blanca, probablemente debido a la

más baja intensidad de las radiaciones monocromáticas. Cuan-
do los callos fueron transferidos de la luz a la oscuridad,

su producción de nicotina se incrementó hasta los niveles
de los callos crecidos permanentemente en la oscuridad. Ló-
gicamente, el efecto inhibidor de la luz en la producción
de nicotina por los cultivos de callo de tabaco, podía ha-

berse producido o por disminución de la biosíntesis de nico-

tina, o por el incremento de la degradación del alcaloide.
Para separar y evaluar estos dos procesos, se hicieron ere-

cer los callos primero en la oscuridad y después en la luz.
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En ambos ensayos se midió el nivel de nicotina, y los resul-^
tados no indicaron ni fotooxidación ni fotopromoción de la

degradación del compuesto, ya que los niveles de nicotina eri

los callos no disminuyeron.

Por todo ello, Ohta y Yatazawa (1978) llegaron a la con-

clusión de que la producción de nicotina está regulada por

la luz de igual manera que lo está por los reguladores vege-

tales del crecimiento. En la planta de tabaco, la nicotina
se sintetiza en las células de la raíz, pero debido a la to-^

tipotencia celular, es evidente que las células de la hoja

y del tallo poseen la información genética para la produc-
ción del alcaloide, y estas células podrán manifestar su ca-

pacidad cuando crezcan en un medio con un bajo nivel de au-

xina y en la oscuridad.

B. - Temperatura

Los embriones de N. tabacum y N. rustica sintetizan nico-
tina desde el mismo momento en que inician la germinación,
antes de tomar nutriente nitrogenado alguno.

El contenido en nicotina de las semillas de tabaco que

germinan a 272C es el doble que el de las germinadas a 212C
o 322C (Weeks y Bush 1974). Este resultado coincide con el
obtenido1 por Ohta y colab. (1978) en tejido de callo de ta-
baco OMT-53; estos investigadores comprobaron que los valo-
res máximos de crecimiento y producción de nicotina para el

tejido de callo incubado a diferentes temperaturas -152C,

192C, 252C, 302C y 372C-, se producían a 252C, y que el con-

tenido de nicotina a esta temperatura era del orden de 1,41%
referido a peso seco. Cuando la temperatura de incubación
se desviaba de’252C, la producción de nicotina y el creci-
miento disminuían acusadamente.
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C.- Reguladores del crecimiento vegetal

Como se ha indicado previamente, los reguladores del ere-
cimiento de las plantas afectan no sólo al crecimiento y di-

ferenciación de los cultivos vegetales in vitro, sino tam-
bién a su metabolismo secundario. Sus efectos sobre este me-

tabolismo dependen en gran manera del compuesto secundario
considerado.

En'Nicotiana, la relación entre auxina y citoquinina con-

trola la diferenciación. En un cultivo de callo, la existen-
cia en el medio de cultivo de altos niveles de citoquinina
en relación a auxina, puede condicionar la formación de ye-

mas de tallo, las cuales, a su vez, pueden regenerar plantas

completas si desarrollan raíces. Con niveles intermedios de

auxina y citoquinina en el medio de cultivo, los tejidos de

callo, por ejemplo de N. tabacum, crecerán en forma de masas

esféricas bastante compactas, muy apropiadas para el marca-
do radioactivo y otras manipulaciones. Finalmente, si el ni-
vel de auxina es relativamente más alto que el de citoquini-

na, los callos, en el cultivo, se desarrollaran en forma de

masas de células friables, muy apropiadas para los bioensa-

yos de sustancias del crecimiento vegetal. Los niveles de
las sustancias de crecimiento requeridos para cada caso y

para las distintas especies pueden diferir; así como puede
diferir la acción sobre el crecimiento y diferenciación de
un tejido de callo determinado, de las sustancias de creci-
miento de un mismo grupo.

Según Ohta y colab. (1978), la producción de nicotina en

cultivos de callo de tabaco de la raza OMT-53 se incrementa-

ba notablemente cuando el tejido de callo se cultivaba con

una baja concentración de ANA -ácido Oí-naftalenacético- en'

el medio de cultivo.

Los efectos de las auxinas sobre la síntesis de nicotina
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en cultivos de callo de Nicotiana han sido estudiados por

varios investigadores, como se ha discutido anteriormente

(pags. 1-3). Sólo recordaremos el mecanismo bioquímico del
control por las auxinas de la biosíntesis de nicotina, indi-
cado por Mizusaki y colab. (1971). Según estos autores, un

alto nivel de auxina inhibe la actividad de la putrescina-N-
metil transferasa que cataliza la N-metilación de putresci-

na, el intermediario clave en el camino de biosíntesis del
alcaloide nicotina.

D.- Nutrientes

Una de las principales ventajas de los cultivos de célu-
las vegetales sobre los cultivos de células animales, es que

las células vegetales pueden crecer en un medio sintético
simple. Sin embargo,la composición química de un medio que

permita un buen crecimiento celular, no tiene que ser nece-

sariamente el más adecuado para la producción de metabolitos
secundarios. Sobre los efectos de los componentes individua-
les de un medio y sus interacciones en la producción de com-

puestos secundarios, hasta el momento, se tiene poco conoci-
miento.

Ohta y colab. (1978) observaron que las concentraciones

óptimas de sacarosa y nitrógeno en el medio de cultivo de
callo de tabaco OMT-53 eran respectivamente del 3% y de 840

mg de nitrógeno/1. Este resultado coincide con el hecho de

que la producción de alcaloides en la planta intacta incre-
menta 2-10 veces, cuando crece bajo el efecto de un alto ni-
vel de abonos nitrogenados. Se puede observar, frecuentemen-

te, la formación de raíces en tejidos de callo crecidos con

altos niveles de nitrógeno (1680-2520 mg N/l).
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E.- Variación celular

Por último, deseamos destacar que la variación celular
es otro factor que puede regular el metabolismo secundario,

y que tiene un uso potencial en la mejora de las capacidades
biosintéticas de las líneas de cultivo. Se conoce empírica-
mente que cultivos de callo producen de forma esporádica
subcultivos variantes que muestran diferentes niveles en la

concentración de determinados metabolitos secundarios.

En cultivos de células en suspensión de N. rustica, pro-

cedentes de tejidos de callo, según Tabata e Hiraoka (1976),
ciertas células se desarrollaron como clones individuales y

presentaron grandes diferencias en el crecimiento y produc-
ción de nicotina. Uno de estos clones desarrolló una línea

relativamente estable y sin ninguna organización, capaz de

producir nicotina en una elevada proporción -cerca del 0,3%
referido a peso seco- en un medio que contenía 2,4-D. Estos

investigadores indicaron también que una línea de cultivo
derivada de callo de N. tabacum, que mostraba sólo una can-

tidad traza de nicotina, a lo largo de diez años de subcul-

tivo llegó a formar una gran cantidad de nicotina, aproxima-
damente el 1% referido a peso seco. Igualmente, Ohta y co--

lab. (1976) informaron de una línea de callo de tabaco con

un alto contenido en nicotina, del orden del 1,7% referido
a peso seco. Es obvio que la selección basada en la elevada

capacidad biosintética puede ser de gran importancia para la

mejora de la producción de compuestos útiles mediante culti-
vos de callo y células en suspensión.
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1.5. Formación de metabolitos secundarios en cultivo

"in vitro"

La célula vegetal suele contener, en mayor o menor núme-
ro y variedad, metabolitos secundarios, es decir, compuestos

que no le son esenciales para su supervivencia. Los metabo-
litos secundarios más significativos son los alcaloides, iso-

prenoides y fenoles con algunas excepciones, antibióticos y

varios aminoácidos libres. Compuestos de estos tipos han si-
do aislados de cultivos de tejidos y células (Butcher 1977,
Staba 1980), y su biosíntesis in vitro está bien estableci-
da (Kurz y Constabel 1979). Varios de estos compuestos, de-
bido a su aplicación terapéutica, son de particular interés
en Farmacia.

Respecto a la biosíntesis de alcaloides in vitro, culti-

vos derivados de diversas partes de una planta productora
de alcaloides son capaces de sintetizar estas sustancias y

producir un espectro idéntico al producido por la planta de

origen (Bohm 1980). Algunos cultivos celulares -cultivos de

tejidos de callo y de células en suspensión e inmovilizadas-

derivados de plantas alcaloídicas pueden carecer total o par-

cialmente de capacidad para sintetizar estos compuestos. Por
el contrario, en otros cultivos in vitro los alcaloides pue-

den alcanzar niveles muy superiores a aquellos encontrados
en la planta intacta, por ejemplo, la apoescopolamina predo-
mina en cultivos de diversas especies de Datura, mientras

que en la planta se presenta sólo en cantidades traza (Cor-
duan 1975). Además, ciertos cultivos producen alcaloides nue-

vos no encontrados in vivo, por ej'emplo, la producción de
edulinina y aromorina en cultivos celulares de Ruta graveo-

lens y Stephania cepharantia, respectivamente (Bohm 1980).
Este metabolismo secundario modificado en cultivos célula-

res, también observable en otros grupos de metabolitos se-
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cundarios producidos por cultivos celulares, ha sido atri-
buido a diversos factores.

El primero de estos factores, es la falta de diferencia-
ción de tejido en algunos cultivos de callo y de células en

suspensión. Por ejemplo, los tejidos de Atropa belladonna

que desarrollan raíces son capaces de producir alcaloides
de tropano mientras que los cultivos no diferenciados ;del
mismo material vegetal no los producen (Thomas y Street

1970). Similarmente, tejidos diferenciados de Papaver brac-
teatum y Nicotiana tabacum tienden a producir más tebaína
y nicotina, respectivamente, que los correspondientes culti-
vos de callo no diferenciados (Kamimura y Nishikawa 1976,

Pearson 1978). La falta de estructuras celulares especiali-
zadas en algunos cultivos puede ser la causa de los reduci-
dos niveles de metabolitos secundarios acumulados (particu-
larmente de aceites volátiles, resinas y látex) (Krikorian
y Steward 1969). A pesar de ello, cada vez es mayor la evi-
dencia de que la organogénesis en cultivos de tejidos no es

un prerrequisito esencial para la biosíntesis in vitro de
metabolitos secundarios (Staba 1980, Fowler 1983). En efec-

to, el descenso en la producción de metabolitos secundarios
ha sido indicado en algunos cultivos como consecuencia de
la organogénesis. Por ejemplo, cultivos indiferenciados de
Dioscorea deltoidea y Agave wightii producían de 1-2% (refe-
rido a peso seco) de sapogeninas esteroídicas, mientras que

cuando los cultivos se diferenciaban para producir raíces
o yemas de tallo, respectivamente, sólo se producían canti-
dades traza de sapogeninas (Kaul y Staba 1968, Sharma y Khan-
na 1980). Cada año incrementa considerablemente el número
de trabajos sobre el establecimiento de líneas celulares di-
ferenciadas altamente productivas de metabolitos secundarios,

algunos cultivos producen cantidades de estos compuestos 50-
60 veces mayores que la planta de origen diferenciada, por
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ejemplo, los altos niveles de alcaloides indólicos produci-
dos por cultivos celulares de Rauwolfia serpentina (Stdckigt
y colab. 1981) .

Un segundo factor puede ser que el potencial biosintéti-
co de los cultivos celulares derivados de una parte de la

planta difiera de aquel de los cultivos derivados de otra

parte de la planta. Hay pocos argumentos que apoyan esta

idea, ya que, en general, la procedencia del explante no sue-

le influir sobre la capacidad de producción de metabolitos

secundarios de los tejidos y células cultivadas durante pe-

riodos prolongados. Esto es una prueba de la totipotencia

bioquímica de las células vegetales referida por Zenk (1978),
es decir, que todo el potencial genético y fisiológico nece-

sario para la formación de metabolitos secundarios está pre-

sente en una célula aislada, y que los cultivos celulares,

independientemente de la parte de la planta de la cual deri-

van, comúnmente producen metabolitos secundarios similares,
cuando mantenidos en condiciones de cultivo estables.

Un tercer posible factor pueden ser las nuevas disposicio-
nes estructurales de los genomas de las células cultivadas,
debidas a procesos de endoduplicación y/o fragmentación nu-

clear (hechos inherentes al crecimiento celular in vitro)

(D1Amato 1977, Yeoman y Forche 1980) que pueden conducir a

cambios significativos en los genotipos de una parte de una

población celular, causando con ello un metabolismo secunda-
rio modificado en estas células. Puesto que la proporción
de células que contienen genotipos cambiados puede incremen-
tar durante periodos de cultivo prolongados (especialmente
en los casos en que estos genotipos producen tipos de célu-
las que crecen rápidamente), se puede producir un descenso

gradual en la producción de metabolitos secundarios. Es sig-

nificativo, sin embargo, que las capacidades biosintéticas
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de los cultivos de células vegetales pueden ser restauradas
tras la regeneración de las plantas de cultivos desdiferen-
ciados. Por ejemplo, Kartnig (1977) observó que la producti-
vidad y el espectro de cardenólidos de cultivos celulares
de Digitalis descendía a niveles no detectables después de

16-18 subcultivos seriados de 5-6 semanas cada uno. Sin em-

bargo, cuando de estos últimos, aparentemente no productivos,
fueron regeneradas plantas, se restablecía el espectro de
cardenólidos original. Por ello, el genotipo original para
el control de la biosíntesis de cardenólidos había sido re-

tenido a través de muchos subcultivos. Situaciones de este

tipo inducen a suponer que la expresión de los genes que

controlan la biosíntesis de metabolitos secundarios se halla

probablemente bajo alguna forma de mecanismo de control de

desrepresión/represión. Esta hipótesis está apoyada por los

hallazgos de Hirotani y Furuya (1977), los cuales mostraron

que los genes responsables del control de la biosíntesis de

metabolitos secundarios (en el caso de la biosíntesis de

cardenólidos en Digitalis purpurea) estaban de hecho también

presentes en las células de los cultivos no productivos. En
la literatura está expresada la tendencia actual a sostener

la opinión de que las células vegetales cultivadas, deriva-
das de plantas que producen niveles detectables de metaboli-
tos secundarios, contienen la información genética necesaria

para su biosíntesis.

Además de a las perturbaciones genotípicas, el genotipo
de las células vegetales cultivadas puede estar expuesto a

es decir, a la varia-

bilidad epigenética (Dougall 1980). El fenómeno epigenético
puede resultar en la acumulación en los cultivos, de células
independientes de auxina o citoquinina, y su presencia pue-

de reducir drásticamente la proporción de células producto-
ras de metabolitos secundarios en los cultivos.

alteraciones extranucleares heredables
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Los reguladores del crecimiento vegetal son desencadenan-
tes efectivos del metabolismo secundario in vivo (Bohm 1980).

Similarmente, in vitro, la naturaleza y la cantidad de las
auxinas presentes inicialmente en el medio, o administradas
durante el curso del desarrollo del cultivo, tienen un mar-

cado efecto sobre el metabolismo primario y secundario

(Everett y colab. 1981, Gamborg y colab. 1971). Con la ex-

cepción de los cultivos habituados y oncogénicos, los culti-
vos vegetales requieren la adición al medio de reguladores
del crecimiento, es decir, auxinas y citoquininas, para el
crecimiento por división celular. El crecimiento por dife-
renciación o morfogénesis, por otro lado, puede ser induci-

do usualmente por la reducción de la concentración de auxi-
na o por la adición de sustancias de crecimiento menos acti-

vas. Puesto que la producción de metabolitos secundarios en

los cultivos de células vegetales es una función del creci-
miento celular los reguladores del crecimiento tienen un

papel principal en la determinación del potencial de produc-
tividad de un cultivo dado.

Existen evidencias de una relación inversa entre creci-

miento y acumulación de metabolitos secundarios. Así mismo,
cambios en la proporción de crecimiento afectarían a la ac-

tividad de varios enzimas. ¿Qué relaciones existen, enton-

ces, entre crecimiento y metabolismo, y ambos a su vez con

la organización y diferenciación celular?. La bibliografía
registra por lo menos dos tipos de mecanismos implicados en

estas relaciones. De acuerdo con estos mecanismos, el creci-
miento regula la producción de producto(s) secundario(s) só-
lo indirectamente. Un estado de agregación que condiciona
el crecimiento lento parece necesario para el rendimiento
de metabolitos secundarios (Yeoman y colab. 1982). El según-

do mecanismo es de tipo cinético, según el cual, rutas "pri-
marias" y "secundarias" compiten diferencialmente por pre-
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en células que crecen rápida y lentamente. Si las
condiciones son favorables para el crecimiento rápido, ope-

ran los cambios metabólicos necesarios para este modo de
crecimiento. Si el crecimiento rápido es bloqueado, algunas
rutas "primarias" se hacen inoperantes, y las rutas "secun-
darias" entran en juego. Ciertos precursores se desvían de
una serie de enzimas a otra, formándose un producto distin-
to (Davies 1972, Lindsey 1982). Probablemente, ambas series
de enzimas se hallan presentes en la célula y no son sinte-
tizados de novo (Banthorpe 1979). Aunque no se comprende
bien la relación entre el crecimiento y la acumulación de

producto, la baja proporción de crecimiento de los cultivos

vegetales in vitro conduciría a altos rendimientos de meta-
bolitos secundarios.

cursores
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. 1.6. Organogénesis del cultivo de callo

En los callos se puede producir la inducción controlada
de un primordio de órgano mediante manipulación de los
nutrientes y fitohormonas en el medio de cultivo. Normalmen-

te, el medio contiene componentes orgánicos e inorgánicos
y fitohormonas exógenas. Cada tejido tiene sus propias ne-

cesidades y, a veces, los coadyuvantes del crecimiento menos

definidos juegan un papel en la organogénesis. El proceso

depende también de otros factores, como el origen de los ex-

plantes, su genotipo y edad, los niveles endógenos de hormo-
ñas y diversos factores físicos.

Wetmore y Sorokin (1955) demostraron que el injerto de

yemas de tallo en los callos puede producir xilogénesis. En

la organización de un nodulo vascular, interviene un azúcar,
particularmente un disacárido con un radical c(.-glucosilo en

el extremo no reductor y AIA (Roberts 1969). El tipo de di-
ferenciación vascular dependía de la concentración de saca-

rosa en el medio. Los efectos xilogenéticos podían ser indu-
cidos por adición de para-benciladenina (PBA) y almidón en

cultivos de tejido de tubérculo de Heliantus tuberosus, mien-
tras que ácido giberélico (GAg) ó ácido abscísico (AAB) in-
hibían la diferenciación de traqueas (Minocha y Halperin

1974). La diferenciación de una célula aislada en una tra-

quea, elemento de xilema o esclereida, en un medio definido,
todavía no se ha conseguido, aunque se ha observado estimu-

lo xilogénico en células que han experimentado división (Hal-
perin 1973).

Las especies que se regeneran fácilmente in vivo pueden
hacerlo también, aunque no necesariamente, in vitro. La for-
mación de raíces se produce con mayor frecuencia que otros

tipos de regeneración, independientemente del origen del ca-

lio, y a veces es demasiado casual para poder definir sus
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condiciones. La formación de yemas de tallo seguida de la
formación de raíces es característica de cultivos recientes

de hipocotilo, tallos y segmentos de hoja, y raramente se

produce en callos procedentes de raíces (a excepción de za-

nahoria), aunque se ha observado formación de yemas en cul-
tivos de raíces aisladas de tomate (Norton y Boíl 1954),
Convolvulus (Torrey 1958) y Brassica (Bajaj y Nietsch 1957).
Según Thomas y Street (1972), en cultivos de raíz de Atropa
el callo inducido en su base regeneraba yemas de tallo. Es

evidente, que los reguladores endógenos del crecimiento su-

ministrados por el tejido vascular pueden jugar un papel im-

portante en la inducción de formación de yemas de tallo.

En la mayoria de los callos, la formación de yemas de ta-
lio puede disminuir con la edad y el subcultivo, pero la ca-

pacidad de formar raíces persiste durante años, como en la
caña de azúcar (Barba y Nickell 1969). La iniciación de ye-

mas de tallo puede preceder a la rizogénesis o viceversa, o

como sucede en Pergularia (Prabhudesai y Narsyanaswamy 1974),
los brotes de tallo inducidos pueden crecer como tallos sin
raíces.

Con independencia de las hormonas y metabolitos presen-

tes en el medio de cultivo, los callos pueden permanecer in-

diferenciados aunque presenten un activo crecimiento. Los

callos con un crecimiento exhuberante son menos adecuados

para la regeneración, como se observa en tejidos de callo
derivados de tallo de Holarrhaena (Heble y colab. 1971) y

Citrus (Chaturvedi y colab. 1974). Generalmente la neoforma-
ción de órganos sigue al cese de la proliferación activa.

Después de la demostración de Skoog y Miller (1957), de

que la relación citoquinina (quinetina)/auxina (AIA) deter-
minaba el tipo de organogénesis en tejido de médula de taba-

co, se ha observado que los cambios cuantitativos son deci-
sivos en numerosos sistemas vegetales. Concentraciones ele-
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vadas de quinetina causaban la formación de yemas de tallo,
mientras que niveles elevados de auxina favorecían la forma-
ción de raíces. Zeatina (=2iP) y (í)-dehidrozeatina -las dos

citoquininas naturales aisladas de Zea mays y Lupinus luteus,

respectivamente- eran igualmente efectivas en la inducción
de yemas de tallo en tabaco (Yamada y colab. 1972). De acuer-

do con Yamada y colab. (1972), el grupo en posición N de
las citoquininas se une a un lugar receptor para aumentar
la organogénesis, y en esta reacción las citoquininas levo-
rotatorias inducen la formación de yemas de tallo. Ciertos

compuestos fenólicos incrementaban la formación de yemas de
tallo en callos de tabaco, debido, probablemente, a la inac-
tivación de auxina y a un consecuente aumento del nivel fi-

siológicamente efectivo de citoquininas (Lee y Skoog 1965).
El mecanismo molecular de acción de las fitohormonas aún no

está claro.

El ácido N-l-naftil-tálmico, que es un inhibidor de la

auxina, también induce la formación de yemas de tallo (Feng
y Linck 1970). En Plumbago, la adición de adenina al medio
crea unas condiciones que conducen a la diferenciación de

yemas diploides (Nitsch y colab. 1967). En cultivos de teji-
dos de Daucus carota se ha observado (Newcomb y Wetherell

1970) un incremento del potencial embriogenético inducido por

el ácido 2,4,6-triclorofenoxiacético, un antagonista de au-

xina. Kochar y colab. (1970) observaron que el agente que-

lante, ácido l,3-diamino-2-hidroxipropano-N,N,N',N'-tetracé-

tico, inducía la formación de yemas de tallo en cultivos ha-

ploides de tabaco. Los mismos autores (1971) indicaron que

los hidrocarburos policíclicos, tales como dibenzo(a,h)an-
traceno, benzo(a)pireno, etc., pueden reemplazar a auxinas

y citoquininas en la formación de yemas de tallo y raíces
en callos haploides de tabaco.

Peters y colab. (1974) demostraron el papel de nicotina
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exógena, como un factor inductor de morfogénesis en cultivo
de tejidos de Nicotiana rustica. La concentración óptima de
nicotina para la formación de raíces era de 50 mg/ml, aunque

la adición de nicotina no era necesaria para inducir dife-
renciación en otras especies de tabaco. Su presencia en es-

pecies vegetales que producen fácilmente morfogénesis, indi-
caria un papel positivo de los alcaloides en la diferencia-
ción de tejidos.

Puesto que la diferenciación se produce por la síntesis
de ácidos nucléicos y proteinas, varios investigadores han
intentado relacionar los dos fenómenos. Vaseur (1972) obser-

vó que la formación de yemas de tallo en Cichorium intybus,
estaba asociada a alteraciones en los patrones de síntesis
de ARN y nucleótidos. En tabaco, un incremento en la reía-
ción ARN/ADN e histonas/ADN estaba relacionado con la orga-

nogénesis, y la embriogénesis con la síntesis de ADN en za-

nahoria. Thorpe y Meier (1972) observaron que existía una co-

rrelación entre la formación de yemas de tallo y la acumula-
ción de almidón y tasa de respiración en los tejidos forma-
dores de yemas.

La organogénesis generalmente depende del tamaño del ex-

plante cultivado. De acuerdo con Okazawa y colab. (1967),
cuanto más pequeños eran los explantes menor era la capaci-

dad regenerativa, mientras que los mayores presentaban pa-

rénquima, tejido vascular y cambium, formando yemas espontá-
neamente, con independencia de la relación auxina/citoquini-
na. Sin embargo, pequeños grupos de tejido homogéneo obteni-
dos de las capas epidérmica y subepidérmica de tabaco, uti-
lizados como sistemas experimentales, podían originar direc-
tamente órganos complejos como flores, yemas y raíces (Tran
Thanh Van 1973) .

La procedencia del explante cultivado es importante para

determinar el potencial regenerativo. La edad fisiológica
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del explante es otro factor que influye en la formación de

órganos. Por ejemplo, explantes de hoja de Echeveria jóvenes
formaban sólo raíces, mientras que hojas más viejas regene-

raban yemas de tallo, y las hojas de una edad intermedia

producían yemas de tallo y raíces (Raju y Mann 1970). La
formación de raíces sólo se produce en peciolos jóvenes de
Lunaria (Pierik 1967, 1972).

Las variaciones estacionales influían profundamente en la

regeneración. Los explantes de Solanun tuberosum obtenidos
en diciembre y abril son altamente tuberogénicos, mientras

que los obtenidos en febrero-mayo o mayo-diciembre muestran
una pobre respuesta (Fellenberg 1963).

El gradiente de oxígeno en un cultivo de tejidos puede

desempeñar un papel efectivo en la promoción de organogéne-
sis, esto fué confirmado por Kessel y Carr (1972) en culti-
vos de zanahoria. Si se reducía el oxígeno disponible se fa-
vorecía la formación de yemas de tallo, sin embargo la for-
mación de raíces requería un incremento del gradiente de

oxígeno.

Se ha demostrado que la cualidad e intensidad de la luz

desempeñan, frecuentemente, un papel clave en el fenómeno de
la organogénesis (Weis y Jaffe 1969). La región del azul del

espectro promovía la formación de yemas de tallo y la luz ro-

ja favorecía la formación de raíces (Letouze y Beauchesne

1969). Por ello, la naturaleza de la diferenciación en un te-

jido puede ser controlada por exposición a luz de distintas

longitudes de onda.

La temperatura, el fotoperíodo, intensidad de la luz, pH,

concentración de azúcar y calidad del agar son otros facto-

res que pueden tener un papel determinante en la organogéne-
si y la embriogénesis, pero se tienen pocos datos sobre
ellos. Los lirios y los gladiolos son sensibles a la tempe-
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ratura, y también lo son los cultivos de tejidos derivados
de ellos. Las bajas temperaturas y el frío de los explantes
anteriores al cultivo favorecen su regeneración. Existen evi-
dencias que indican que el efecto de los factores ambienta-

les, tales como la luz y la temperatura (Pierik 1967, Gauthe-
ret 1971) se efectúan por medio de cambios en los niveles

endógenos de varios reguladores del crecimiento vegetal.

1.6.1. Potencial morfogenético en relación al subcultivo

Diversos tejidos en cultivo presentan un elevado poten-
cial de morfogénesis y embriogénesis cuando se inician por

primera vez, pero este disminuye a lo largo de sucesivos
subcultivos con pérdida eventual de la respuesta morfogené-
tica. Varios investigadores han observado este fenómeno en

callos que han pasado por varios subcultivos (Torrey 1967,

Murashige y Nakano 1967) y en cultivos de células libres en

suspensión (Syono 1965, Reinert y Backs 1968, Reinert y co-

lab. 1971, Thomas y Street 1970, 1972, Smith y Street 1974).

La pérdida de potencial morfogenético en un tejido puede
deberse a cambios genéticos o fisiológicos inducidos por las
condiciones de cultivos prolongados. En el caso de un cambio

genético, las posibilidades de restauración son muy pocas,

sin embargo esto puede conseguirse, por adición o sustitu-
ción de fitohormonas y nutrientes

siológica.

Los efectos genéticos en un tejido cultivado se reflejan
en cambios del número de cromosomas, que conducen de la eu-

ploidía a la aneuploidía, o en aberraciones cromosómicas y

mutaciones. Los tejidos cultivados pueden tener un número
de cromosomas distinto al de la cepa parenteral (Zosimovich
y colab. 1972, Wright y Northcote 1973, Ravkin y Popov 1973).

si la alteración es fi-
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En algunos tejidos se ha observado una correlación entre el
cambio en el nivel de ploidía y la pérdida de capacidad re-

generativa (Torrey 1967, Murashige y Nakano 1967). De acuer-

dó con Smith y Street (1974), el subcultivo origina células
de escasa o nula totipotencia debido a algunos cambios en

la citología nuclear, y estas células están en desventaja se-

lectiva respecto a las células normales. Eventualmente, en

las últimas etapas del cultivo, estas células son reemplaza-
das totalmente por células no totipotentes. Una alteración
en el cariotipo no siempre da lugar a incapacidad morfogené-
tica, por ejemplo, se ha observado la regeneración de plan-
tas aneuploides a partir de tejidos tumorales de tabaco de
20 años de edad (Sacristán y Melchers 1969). De acuerdo con

Syono y Furuya (1972), las plántulas regeneradas a partir de
subcultivos viejos son débiles y anormales y no llegan a

desarrollarse en plantas maduras. Noriko (1972) observó que

no podía inducirse organogénesis en los primeros estadios de
cultivo de callo de tabaco, pero, en la última etapa del mis-
mo subcultivo (fase estacionaria y posterior), el potencial
de organogénesis podía aumentar. En estos cultivos, durante
las etapas iniciales, las células presentaban núcleos alar-

gados y eran, frecuentemente, multinucleadas; sin embargo,
durante la fase estacionaria, el tamaño y forma de los nú-
cíeos llegaban a ser más o menos uniformes. Estas células
eran capaces de producir embriogénesis.

Según una hipótesis alternativa, el subcultivo conduce,

frecuentemente, a la pérdida de muchos factores endógenos
presentes en las etapas críticas del crecimiento. Tales fac-
tores (morfógenos) están presentes en los cultivos de callo

iniciales, pero puede ser que no se sintetizen, o lo hagan
en cantidad insuficiente, en las últimas etapas. Por tanto,

si estos factores se añaden a los tejidos subcultivados, se-

ría posible recuperar el potencial morfogenético. Wochock y
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Wetherell (1972) observaron que la adición de quinetina per-

mitía recuperar la respuesta regenerativa perdida en culti-
vos prolongados de zanahoria, mientras que en las primeras

etapas no se observaba un efecto promotor de la citoquinina.
Se ha indicado frecuentemente la pérdida gradual del reque-
rimiento de auxinas exógenas (habituación). Algunas cepas

alteradas producen auxinas y citoquininas endógenamente. Ba-

sándose en sus estudios sobre la recuperación de embriogéne-
sis en cultivos prolongados de zanahoria, por un cambio en

la composición del medio de cultivo, Reinert y colab. (1971)
apoyaron la hipótesis fisiológica.

Es probable que ambos procesos estén implicados en el des-
censo y pérdida de capacidad morfogenética durante cultivos

prolongados. Las alteraciones también pueden producirse en

la citología nuclear y originar células euploides en los ca-

líos. Algunas de estas células pueden ser eliminadas, otras

pueden llegar a ser componentes estables de una población
mixta, y otras pueden tener una ventaja selectiva sobre las
células normales. Si los nutrientes suministrados a una po-

blación mixta, que contiene células totipotentes y no toti-

potentes, son capaces de actuar selectivamente sobre el ere-

cimiento de las células totipotentes, podemos decir que se

ha conseguido la recuperación. Por otra parte, si las célu-
las deterioradas predominan y se seleccionan para continuar
el subcultivo, se obtendrá una población compuesta totalmen-

te por células alteradas, produciéndose células incapaces de

inducir morfogénesis incluso por un cambio en las condicio-

nes nutritivas y otras.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Hemos realizado nuestros experimentos con Nicotiana taba-

cum var. Burley 21, debido a su alto contenido en nicotina.
Las semillas nos las proporcionó el Dr. M.J. Kasperbauer

(Associate Professor, Department of Agronomy. University of

Kentucky and Agricultural Research Service, USDA, Lexington,
KY 40506).

2.1. Obtención del cultivo de callo

Para conseguir los cultivos hemos seguido los pasos que

se indican a continuación.

2.1.1. Condiciones para el cultivo de N. tabacum

La posibilidad de obtener tejido de callo depende en gran

parte del estado nutritivo y fisiológico general de la plan-
ta donante, antes de la separación de los explantes de teji-
do. En nuestro trabajo, las plantas de N. tabacum crecieron
en cultivo hidropónico, en una cámara acondicionada a 25 í
12C de temperatura, 60% de humedad y una iluminación de 24

W/m^ durante 12 horas diarias, procedentes de plafones con

tubos fluorescentes Philips TL de 40 W, situados a 80 cm de
la superficie de los recipientes de cultivo.

Para el cultivo hidropónico se utilizó como soporte para

las raíces una mezcla de perlita y arena silícea pura, en la
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proporción 2:1 (v/v). La arena se trató previamente con áci-
clorhídrico, hasta eliminar los carbonatos y otras sales

solubles, y seguidamente se lavó con agua destilada hasta

que las aguas de lavado no dieron reacción de cloruros con

nitrato de plata.

do

Las semillas, una vez lavadas con abundante agua destila-

da, para separar posibles sustancias inhibidoras de la cu-

bierta, que pudieran impedir su germinación, se sembraron ■

sobre la mezcla de perlita y arena, contenida en recipientes
de arcilla protegidos con una capa de polietileno transpa-
rente. Estos recipientes poseían un dispositivo de desagüe
en su parte inferior, lo que facilitó la renovación semanal
de la solución nutritiva y el lavado del sistema soporte con

agua destilada. La indicada operación es necesaria para eli-
minar los iones concentrados en el medio nutritivo como con-

secuencia de la absorción selectiva y la concentración de
iones H+, que acidifican el medio.

De este modo se podía mantener la solución nutritiva a la
concentración iónica y el pH adecuados. El pH se mantuvo,
hasta conseguir las plantas deseadas, entre 6 y 6,5, es de-
cir dentro de los límites fisiológicos apropiados para el
cultivo de Nicotiana.

Hasta que las semillas germinaron, el sustrato inerte
-mezcla de arena y perlita- se humedeció con agua destilada.
En cuanto aparecieron las primeras hojas verdes de las plán-
tulas, se procedió al total drenaje del agua contenida en

los recipientes y se inició el riego con solución nutritiva.

La solución nutritiva utilizada fué la de Ben Zioni y co-

lab. (1971), apropiada para las plantas de tabaco, cuya com-

posición es la siguiente:

Ca(N03)2 0,9 mM/12,5 mM/1 MnCl2

ZnCl2 0,06 mM/12,5 mM/1KN°3
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1,0 mM/lMgS04

KH2P04

H3B03
Elhierro se dio en forma de complejo EDTA-Fe, siendo la

concentración de FeS04.7H20 0,0895 mM/l.

0,024 mM/lCuCl2 .

Mo03 . .

EDTA-Fe

0,5 mM/l 0,079 mM/l

1,5 mM/l 5 mi

2.1.2. Medio de cultivo

Para la inducción de tejido de callo a partir de los ex-

plantes y posterior subcultivo del mismo, se utilizó el me-

dio de Murashige y Skoog (1962) (MS), cuya composición figu-
ra en la Tabla 1. Para la preparación de este medio se uti-
lizaron sales y otros compuestos de las firmas Merck y Fluka.

ya que algunas sustan-El Bacto-agar es el más aconsejable
cias presentes en otros tipos de agar pueden ser tóxicas pa-

ra los tejidos.

Una vez preparada la solución utilizada como medio nutri-

tivo, antes de la adición de agar, se llevó a un volumen de
900 mi con agua destilada, en constante agitación, y se ajus-
to a pH 5,8 ± 0,2 con NaOH 1 N. Después se adicionó el agar,
se ajustó el volumen a un litro, y la solución se esterilizó
en un autoclave a 1202C durante 20 minutos. -El medio debe

ser utilizado inmediatamente después de solidificarse.

2.1.3. Separación de los explantes e inducción del tejido
de callo

Los explantes utilizados para la inducción de tejido de
callo se obtuvieron de la parte basal del nervio medio de

hojas procedentes de plantas de 3 meses de edad.

De cada planta -7 en nuestro experimento- se separaron

las hojas situadas a 20 — 2 cm del ápice y, con un escalpelo,
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se cortaron fragmentos de 5 cm a partir de la base de las

que comprendían la partemismas. Estos fragmentos de 5 cm

basal del nervio medio, se lavaron con agua destilada, se

separaron cuidadosamente las vainas y se procedió a su este-

5

rilización; para ello se introdujeron en etanol del 70%, du-
rante 30 segundos, y después en hipoclorito sódico del 19%,
durante 10-15 minutos. Debe ponerse especial cuidado

procedimiento de esterilización para que los tejidos estén
expuestos al hipoclorito el tiempo adecuado. Una exposición
demasiado prolongada puede causar la muerte de los tejidos,
mientras que un tratamiento demasiado corto puede suponer la

persistencia de agentes contaminantes en dichos tejidos.

en el

Tras la esterilización, los explantes se lavaron varias

veces con sgua destilada estéril y se cortaron sobre cápsu-
las de Petri secas y estériles, en segmentos de 3 a 4 mm,

después de prescindir de ambos extremos, que habían estado
en contacto con el medio de esterilización. Los segmentos se

dividieron por la mitad, en sección longitudinal, y se si-
tuaron en número de 6, por la superficie cortada, sobre el
medio de cultivo contenido en cápsulas de Petri de 9 cm de

diámetro (Fig. 3). Al medio MS se le adicionó ácidos-nafta- .

lenacético (ANA) 11,5 ^juM y quinetina 1 juM, que son las con-
centraciones adecuadas para la inducción de tejido de callo.

Todas las operaciones efectuadas después de la primera
inmersión en etanol se realizaron en una cabina de flujo la-

minar, para garantizar las condiciones estériles.

Los instrumentos se esterilizaron mediante inmersión en

etanol de 95% y flameado. Todo el material fungióle necesa-

rio se esterilizó previamente en autoclave a 1202c durante
35 minutos.

Para la inducción de tejido de callo, las cápsulas, con-

venientemente cerradas en la cabina de flujo laminar, se si-
tuaron en una estufa de cultivo a 252C, en la oscuridad. En
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nuestro experimento el número de cápsulas preparadas fue de
150. En las técnicas de cultivo de tejidos, es necesario pre-

parar siempre un volumen de material mayor del necesario, de-
bido al riesgo de contaminación del material y a los fallos
en la formación de callo.

2.1.4. Subcultivo del callo inicial

En las condiciones de cultivo indicadas, transcurridas de
tres a cinco semanas, generalmente se pueden separar de los

explantes piezas de callo de 40 a 50 mg -peso fresco-, apro-

piadas para-el subcultivo. El nuevo tejido formado, el callo
inicial, creció como una masa densa de color blanquecino,

que parecía enteramente una línea de callo después de una se-

rie de subcultivos (Fig. 4). En esta fase se desecharon va-

rios cultivos, particularmente a causa de contaminación.

En nuestro trabajo se procedió, después de cinco semanas

de cultivo, al subcultivo del callo inicial; para ello, pie-
zas de callo inicial de 40 ± 4 mg, se transfirieron sobre 30
mi de los dos medios de cultivo, contenidos en cápsulas de
Petri de 9 cm de diámetro:

- Medio alto en auxina. Medio MS, con una concentración

11,5 piM de ácido oc-naftalenacético (ANA) y 1 piM de quineti-
na, y solidificado con Bacto-agar en una proporción del 0,8%.
Medio análogo al utilizado para la inducción de callo.

- Medio bajo en auxina. Medio MS, con concentraciones de
ANA y quinetina, 1 pM, y solidificado con Bacto-agar en una

proporción del 0,8%. La concentración 1 jaM de auxina es, se-

gún Ohta y colab. (1978) y nuestros ensayos previos, la ópti-
ma para la biosíntesis de nicotina por el tejido de callo.
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Figura 3. Aspecto de los explantes en el momento de

iniciar su cultivo.

Figura 4. Aspecto de los explantes antes de proceder al

subcultivo del callo formado.
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2.2. Toma de muestra de los cultivos de callo

Experimentos anteriores, realizados en nuestro Departa-

mentó (Piñol y colab. 1984), mostraron que la mayor acumula-
en el callo crecido en el medio bajo en

auxina -óptimo para la síntesis del alcaloide-, se producía
a las 6 semanas de iniciado el subcultivo, por lo que la
muestra se tomó una vez transcurrido este período de tiempo.

ción de nicotina

Se separaron los callos crecidos en ambos medios: "alto
en auxina" y "bajo en auxina" y, a su vez, los que presenta-
ban organogénesis y los que no la presentaban, obteniéndose
así muestras de los 4 tipos de callo:a)Callo crecido en el medio alto en auxina con organogé¬
nesis.b)Callo crecido en el medio alto en auxina sin organogé¬
nesis.c)Callo crecido en el medio bajo en auxina con organogé¬
nesis.d)Callo crecido en el medio bajo en auxina sin organogé¬
nesis.

Esta operación se realizó con las piezas de callo proce-

dentes de cada una de las 7 plantas de Nicotiana utilizadas.
Al mismo tiempo se contó el número de piezas correspondien-

tes a cada tipo de callo, de acuerdo con la clasificación
anterior, indicando, en el caso de presentarse organogéne-
sis, si se trataba de raíces, yemas o ambos órganos. De es-

ta manera pudimos calcular los índices de: organogénesis
(10), formación de raíces (IFR) y formación de yemas (IFY),
según las formulas dadas por Kikuta y Okazawa (1984):

(Ns raíces+yemas formadas)(N2 callos con raíces o yemas)
10=

(N» callos cultivados)2
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(N® raíces formadas)(N2 callos con raíces)
IFR =

(N2 callos cultivados)2

(N2 yemas formadas)(N2 callos con yemas)
IFY =

(N« callos cultivados)2

De los cuatro tipos de callo mencionados anteriormante se

determinaron los pesos fresco y seco; y además los conteni-
dos de agua, K+ y aminoácidos en estado libre, así como los
niveles de putrescina (libre y ligada) y nicotina, y las ac-

tividades de los enzimas ARG, ADC y ODC. Finalmente, la frac-
ción proteica soluble se separó por electroforésis sobre gel
de poliacrilamida en presencia de SDS.
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2.3. Determinación de peso seco y contenido en agua

Los pesos secos se obtuvieron, respectivamente, de las

piezas de callo con y sin organogénesis, despuesde eliminar
de estas últimas las yemas y/o raíces que presentaban. La
desecación se llevó a cabo en estufa a 602C durante 2 días.

El contenido en agua (pérdida de peso después de 48 horas
a 6Ó2C) se midió en todas las piezas de callo utilizadas

para la determinación de los pesos fresco y seco del callo
crecido en ambos medios de cultivo, con y sin organogénesis,
y se expresó en gramos de agua por gramo de peso seco.

Para las determinaciones experimentales descritas en el

texto, se analizaron de 6 a 15 muestras de callo, con y sin

organogénesis, de cada uno de los dos medios.
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2.4. Determinación del contenido en K+

El contenido en K+ de los tejidos de callo se determinó
por fotometría de llama de las muestras sometidas previamen-

te a digestión ácida. Para operar con esta técnica, es nece-

sario disponer de soluciones patrón de ión K+ de concentra-
ción conocida, a fin de obtener las correspondientes curvas

de calibrado. Tanto las muestras preparadas como las solue
ciones patrón deben estar suplementadas con un catión supre-

sor de la ionización que no interfiera en el análisis. La
adición de esta catión es necesaria para evitar las desvia-

ciones, debidas a la ionización del potasio en las curvas de
calibrado. En nuestro caso el catión utilizado para este fin
fué el Sr2+.

Procedimiento. Utilizamos polvo homogéneo de callos se-

eos, obtenido por trituración de estos callos en mortero de
vidrio. Pesos conocidos de este polvo (0,5 g), dispuestos en

cartuchos de papel Whatman de cenizas conocidas, se sometie-
ron a digestión por calentamiento con del 95% y HNO^
en un digestor Tecator, modelo Digester 1009, a la tempera-
tura de 2702C. Primero, se sometió la muestra a la acción
del H2S04 (3 mi) durante 1 hora, y a continuación se añadie-
ron, sucesivamente, 4 fracciones de 2 mi de HN03 fumante,
dejando actuar cada una de ellas durante 30 minutos. Al fi-
nal del proceso obtuvimos una solución totalmente transpa-

rente, lo cual indica que la digestión ha sido completa. Es-

ta solución, una vez fría se enrasó a 25 mi con agua desti-

lada, de los cuales se tomaron 10 mi y se llevaron a un vo-

lumen final de 50 mi con agua destilada, previa adición de

10 mi de una solución de ClgSr (1500 ppm de Sr2+), así te-
niamos muestras con una concentración de K+ adecuada para la

lectura al espectrofotómetro, de acuerdo con la curva de ca-

librado. Los análisis se realizaron en un fotómetro de llama
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Zeiss, modelo PF5.

Los patrones utilizados para la obtención de las curvas

de calibrado se prepararon a partir de una solución de C1K

(Merck) de 100 ppm de K+, de la cual se tomaron fracciones

de 1, 5, 10, 15 y 20 mi, respectivamente, a las que se aña-
dieron 20 mi de la solución de ClgSr, y se llevaron a un vo-
lumen final de 100 mi con agua destilada. De este modo, se

obtuvieron patrones con unas concentraciones de K+ de 1, 5,

10, 15 y 20 ppm respectivamente.
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2.5. Extracción y análisis de aminoácidos libres

Los aminoácidos libres se extrajeron de las piezas de ca-

lio inmediatamente después de su recolección.La primera par-

te del proceso de extracción fue común para estos aminoáci-
dos y la fracción proteica soluble, de la cual trataremos en

un apartado posterior (2.11).

Cada muestra de tejido fresco se homogeneizó, en mortero
de vidrio, en la proporción de 1 g de tejido fresco/1,25 mi
de tampón Tris-HCl 0,1 M (pH = 8,0), suplementado con saca-

rosa 0,5 M y ácido ascórbico al 0,1%. Tras 24 horas de mace-

ración, en cámara climatizada entre 0 y 42c, el homogeneiza-
do se filtró a través de 4 capas de gasa estéril, recogiendo
el extraco en una probeta para comprobar su volumen.

Estos extractos se sometieron a una centrifugación dife-

rencial (Fig. .5). La primera centrifugación se realizó a

1.000 g durante 20 minutos, así obtuvimos el sobrenadante A

y un sedimento compuesto por células intactas y restos de
células. El sobrenadante A se centrifugó de nuevo a 5.000 g

durante 20 minutos, y los sobrenadantes subsiguientes se

centrifugaron sucesivamente a 15.000, 30.000 y 46.000 g, du-
rante 15, 30 y 150 minutos respectivamente, obteniéndose al
final del proceso el sobrenadante E. Todas las centrifugado-
nes se realizaron en una ultracentrifuga "Heraeus-Christ"

refrigerada, modelo Omikron, con un rotor de titanio de la
marca "Christ".

Del último sobrenadante se separaron 2 partes alícuotas,
una de las cuales se destinó a la extracción y análisis de
aminoácidos libres, y la otra a la purificación y separación
la fracción proteica soluble por electroforesis SDS (aparta-
do 2.11) .

El proceso de extracción de los aminoácidos libres se pro-
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siguió añadiendo al sobrenadante E TCA-acetona (5 g de TCA
en una mezcla de 47,5 mi de acetona + 47,5 mi de agua) en la

proporción 1:10 (v/v), con el fin de precipitar la proteina
soluble, y se dejó 24 horas en reposo, en cámara climatizada
a 0-42C, pasado este tiempo se centrifugó a 3270 g durante
20 minutos. Al sobrenadante se le añadió acetona pura en la

proporción 1:1 (v/v), para despigmentar los extractos, y se-

guidamente se efectuó una segunda centrifugación a 3270 g

durante 20 minutos. El sobrenadante se evaporó a sequedad,
en rotávapor, y el residuo se disolvió en un volumen conoci-
do (5 mi) de HC1 0,025 N. Esta solución se pasó por una co-

lumna (1 x 20 cm) de Dowex 50 w, en forma H+ y malla 100-200,

preparada para cada muestra. Así los aminoácidos pueden ser

adsorbidos, según su diversidad estructural y propiedades,

por la resina de intercambio iónico y posteriormente eluidos.
La columna se lavó primero con agua (20 mi de agua/0,4-1 mi
de solución), desechándose el eluyente resultante, e inmedia-
tamente después se eluyeron los aminoácidos con NH40H 2 N.
Todas estas operaciones se realizaron en cámara climatizada
entre 0 y 4^0 para evitar la oxidación de los aminoácidos
extraídos.

El eluato obtenido, según se ha indicado, se concentró a

sequedad en rotavapor, a presión reducida, y el residuo se

disolvió en 3 mi de HC1 0,025 N. Esta solución se filtró a

través de Millipore de 0,5 p. de poro, y se guardó en congela-
dor a -20eC hasta el momento de ser utilizada como muestra

para el análisis de aminoácidos.

Para la regeneración de las columnas utilizadas en la pu-

rificación de los aminoácidos, se procedió como sigue: prime-
ro se pasó por la columna un volumen de NaOH 2 N equivalente

a continuación se lavó estaa 5 veces el lecho de la resina

última con agua destilada, hasta que el eluyente dió pH neu-

tro; seguidamente se pasó por la columna un volumen de HC1

-74-



2 N equivalente también a 5 veces el lecho de la resina, y

esta última se lavó con agua destilada hasta que el eluyente
dio pH neutro, en este caso, para separar los iones Cl”. La

operación se realizó antes de pasar cada muestra por la co-

lumna.

Análisis de los aminoácidos. Se fundamenta en la separa-

ción de los distintos aminoácidos mediante el paso (adsor-
ción y elución) de la muestra por una columna de intercambio
iónico y su posterior cuantificación. Se ha utilizado un

analizador de aminoácidos "Chromaspeck Rank Hilger".

Las muestras problema, preparadas como se ha indicado an-

teriormente, se introducen en cubetas de 0,2 mi, y son toma-
das automáticamente por inyección (0,1183 mi). La muestra pa-

sa por una columna de intercambio iónico (35 x 3 mm) llena
de resina Rank Hilger MK2 de poliestireno sulfonado, donde

quedan retenidos los diferentes aminoácidos, cada uno de los
cuales se eluye mediante un gradiente de pH (1,9-11,5) que

se crea con el paso de un sistema de soluciones tampón, cuya

composición es la siguiente:

- Tampón ácido 0,15 M Li (pH = 1,9)

Acido cítrico

Cloruro de litio anhidro ...

Tiodiglicol (25% p/p en H20)
Brij 35 al 10% ...

Agua c.s.p

21,0 g

12,6 g

2.5 mi

3.5 mi

1000,0 mi

- Tampón básico 0,3 M Li (pH = 11,5)

Acido ctrico

Hidróxido de litio monohidrato

Acido bórico

EDTA (4% p/v en H20)
Brij 35 al 10%
Agua c.s.p

10.5 g

12.6 g

8,8 g

10,0 mi

3,5 mi

1000,0 mi
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A la salida de la columna, el eluato se mezcla, de manera

fraccionada, por la entrada de gas nitrógeno, con el reacti-
vo de ninhidrina y el agente reductor, cuyas composiciones
son las siguientes:

Reactivo de ninhidrina

10,0 g

216,0 g

400,0 mi

100,0 mi

10,0 mi

1000,0 mi

Ninhidrina ....

Acetato sódico.

2-Metoxietanol

Acido acético glacial

Brij 35 al 10%
Agua c.s.p

3H20

- Solución al 1% de agente reductor

Hidróxido sódico 4 M

CNK 1%

Brij 35 al 10%
Agua c.s.p

5,0 mi

10,0 mi

3,5 mi

1000,0 mi

La mezcla obtenida pasa al baño de reacción (902C), donde
se forma el compuesto coloreado cuya intensidad se detecta

espectrofotométricamente mediante 2 células fotoeléctricas
con máximos de absorción a 440 y 570 nm. Las lecturas se re-

gistran en un registrador gráfico "Vitatron", y las áreas de
los picos correspondientes a cada aminoácido se calculan me-

diante un integrador "Variant CDS 111".

Para determinar las cantidades de cada aminoácido, se to-

mó como referencia una solución patrón que contenía cantida-
des exactamente medidas de cada uno de los distintos amino-

•ácidos analizados, y cuya composición era la siguiente:

- Patrón Calbiochem AA-5 (Behring)
- Glutamina (Merck) 2,5 M/ml
- GABA (Merck) 2,5 M/ mi

1,0 mi

1,0 mi

1,0 mi
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- Triptófano (Merck) 2,5 M/ml
- Ornitina (Merck) 2,5 M/ml .

- HC1 0,025 M c.s.p

1,0 mi

1,0 mi

25,0 mi
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Figura 5. Proceso de extracción de aminoácidos y proteínas.

Solución amortiguadora (pH » 8)Tejido fresco

T
T

Maceraclón 12-24 h. 4»C

I
MaceradoMarco

Centrifugación diferencial

1*) 1000 g, 10 min. Sobrenadante A

2*) Sobrenad. A, 5000 g, 20 min. Sobrenad. B

3*) Sobrenad. B, 15000 g. 15 min. Sobrenad. C

4») Sobrenad. C, 30000 g, 30 min. Sobrenad. D

5*) Sobrenad. D, 46000 g,150 min. Sobrenad. £

Sobrenadante E
I

Filtración Sephadex G-50+TCA-acetona

Reposo 24 h, 4»C Reunión fracciones A280 > A260I
Centrifugación 3270 g, 20 nin.

(NH4)2S04 95% saturación
Precipitado I1

Sobrenadante Acetona

pura
AgitaciónI

n
ReposoCentrifugación,3270 g, 20 min

1
30000 g. 10 min.

PrecipitadoSobrenadante

SobrenadantePrecipitadoConcentración a sequedad

TrlS-HCl 0,05 M (pH = 6,5)Redisolución en HC1 0,025 N

Filtración Dowex 50-W (H+) Diálisis 1000 v/v

0HNH4 2N
Evaporación a sequedad

ELECTROFORESIS SDS LOWRYI
Residuo HC1 0,025 N

Solución de aa libres

Filtración por Millipore

ANALIZADOR DE AMINOACIDOS
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2.6. Extracción y análisis de putrescina

Para la extracción de la diamina putrescina nos basamos
en el método propuesto por Flores y Galston (1982) con peque-

ñas modificaciones.

Las muestras de tejido fresco se extrajeron por homoge-

neización, en mortero de vidrio, con HCIO^ frió al 5%, en la
relación 0,6 g de tejido fresco/ml de HC104. Los homogenei-
zados se dejaron en maceración durante 1 hora a la tempera-
tura de 2-42C, con el fin de asegurar la extracción, y pos-

teriormente se centrifugaron a 46000 g durante 50 minutos,
en una centrifuga refrigerada "Heraeus-Christ." , modelo Cryo-

fuge 6-4.

En el sobrenadante obtenido se determinaron las fraccio-

nes de putrescina (libre y ligada) solubles en HC104, y en
el sedimento se determinó la fracción de putrescina ligada
insoluble en HC104. Para ello, una parte del sobrenadante,
que contenía la putrescina libre soluble en HC104, se guardó
hasta el momento del análisis en viales de plástico a la

temperatura de -202C, se ha comprobado que en estas condi-
ciones los extractos perclóricos son estables para el análi-
sis de poliaminas por HPLC ó cromatografía en capa fina, du-
rante más de 6 meses.

El sedimento se llevó al volumen original con NaOH 1 M,

y seguidamente partes alícuotas (2 mi) de‘la suspensión re-

sultante y el resto del sobrenadante se hidrolizaron con HC1
12 M en la relación 1:1 (v/v) a la temperatura de 1002C du-
rante 20 horas. Los hidrolizados se evaporaron a sequedad,

bajo presión reducida, y los residuos se llevaron al volumen

original (2 mi) con HC104 al 5%. Las muestras así prepara-
das, que contenían la putrescina ligada insoluble en HC10

y la putrescina ligada soluble en HC104, respectivamente, se
guardaron, igual que las anteriores, en viales de plástico a

4
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-202C para su posterior análisis.

Análisis de putrescina. Se realizó por cromatografía li-
quida de alta resolución. Para ello, las muestras preparadas
como se ha indicado anteriormente, así como el patrón de pu-

trescina (Sigma),se dansilaron según el método descrito por

Dai y colab. (1982) con algunas modificaciones.

Partes alícuotas de los extractos perclóricos (0,2 mi) se

mezclaron con 0,5 mi de cloruro de dansilo (Sigma: 5 mg/ml
de acetona) y se adicionaron 0,2 mi de una solución.saturada
de COgHNa; esta mezcla se incubó, a 302C en la oscuridad,
durante una noche. Transcurrido este tiempo, la dansilputres-
ciña se extrajo con 0,5 mi de benceno mediante agitación en

Vibro-mixer. 0,3 mi del extracto de la capa orgánica se lie-
varón a sequedad, en rotavapor (presión reducida, T3 = 25-

302C), y el residuo se disolvió en 0,5 mi de metanol (Merck,
para HPLC). Esta solución se filtró a través de un microfil-
tro Millipore Millex-HV (0,45 p de poro), y los filtrados
se inyectaron directamente en el cromatógrafo, siendo el vo-
lumen de muestra inyectado de 20 pl.

Los análisis se realizaron en un cromatógrafo Waters pro-

gramable (Bomba mod. 6000A, Inyector mod. U6K y Detector UV
mod. 481). Las muestras se eluyeron a través de una columna
de 8 mm de diámetro interno (Altex-octadecilsilano) rellena

con Radial-Pack C^g (10 p de tamaño de partícula) y se de-
tectaron a 254 nm. Como fase móvil se utilizó una mezcla de

tampón fosfato disódico y metanol (pH =7) en le proporción
1:9 (v/v), siendo la velocidad de flujo de 2 ml/min. Los re-

sultados se cuantificaron en un integrador Hewlett-Packard
3385A.

El pico correspondiente a putrescina se identificó por

comparación con el de putrescina patrón, cuyo tiempo de re-

tención fué de 5,62 minutos. Para comprobar si el pico inte-

-80-



grado correspondía al de la amina patrón, se realizó un aná-
lisis añadiendo a las muestras solución patrón, y se obser-
vó que el pico identificado como putrescina era el único que

aumentaba su área, mientras que el resto disminuían por

efecto de la dilución. La cuantificación de las muestras se

realizó por el método del estandard externo.
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2.7. Extracción y análisis de nicotina

El procedimiento de extracción se basó en el seguido por

Burns y Collin (1977). Cada muestra de tejido seco se pulve-
rizó y se colocó en cartuchos de celulosa Whatman de 25 x 80
mm para su extracción durante 6 horas, con metanol (Merck),
en la relación 2 g de peso seco/100 mi de metanol, en un ex-

tractor Soxhlet situado en un baño de parafina a 1002C. To-
das las extracciones se realizaron en atmósfera de nitrógeno,
para evitar en lo posible la oxidación del alcaloide. Trans-

currido el tiempo de extracción, los extractos metanólicos
obtenidos se llevaron todos a un volumen final de 50 mi, en

las muestras así preparadas se determinó la nicotina por CGL.

Análisis de nicotina. Partimos de 25 mi de los extractos

anteriores, a los que se añadió 1 mi de una solución al 0,05

% de quinaldina (2-metilquinolina) en metanol como estandard

interno, se utilizó esta sustancia por ser 1 su factor de

respuesta frente a nicotina.

Los análisis se realizaron en un cromatógrafo de gases

"Sigma SA. Well" con detector de ionización de llama, utili-
zando una columna de 2 m x 3 mm de diámetro interno rellena

con Carbowax 20M al 8% y KOH al 1% sobre Diatomea de 80-100

jU de malla, con nitrógeno libre de oxigeno como gas portador.

La cantidad de muestra inyectada fué de 1 ^ul, y la dura-
ción de los análisis de 20 minutos. La temperatura del blo-

que inyector era de 2202C, y el horno se mantuvo isotérmica-
mente a 1802C.

El pico de nicotina se identificó por comparación con el
de nicotina patrón Merck, rectificada por redestilación en

.vacío, cuyo tiempo de retención fué,aproximadamente, de 3,56
minutos. La pureza de la nicotina patrón se comprobó median-
te un espectro IR y un espectro de Masas.
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2.8. Extracción y ensayo de ADC y ODC

Para la extracción de estos enzimas utilizamos callo fres-

co, inmediatamente después de su recolección.

Los callos se homogeneizaron, en mortero de vidrio, en la
relación 1 g de tejido fresco/ 1 mi de medio de extracción,
a la temperatura de 42C. El medio de extracción contenía:
tampón fosfato 10 mM (pH = 7,2), ditiotreitol (DTT) 0,1 mM,

piridoxal-51-fosfato 1 mM y EDTA-Na 20 mM. Los homogeneiza-
dos se centrifugaron a 27000 g durante 20 minutos, y el so-
brenadante (extracto enzimático) se utilizó inmediatamente

para determinar las actividades ODC y ADC, de acuerdo con el

método de Altman y colab. (1982) con pequeñas modificaciones.

La reacción enzimática se inició por adición de 150 p.1 de
extracto enzimático a un tubo, especialmente diseñado por

nosotros (con un dispositivo para situar un disco de papel
Whatman n2 1 de 7 mm de diámetro), que contenía 100 /al de
medio de extracción y 20 /al de hidrocloruro de L-(U-C14) ar-

ginina (Amershan, 50 /aCi/ml, 348 mCi/mmol) ó 25 p.1 de hidro-
cloruro de L-(U-C^-4) ornitina (New England Nuclear, 20 /aCi/
mi, 266 mCi/mmol) para el ensayo de ADC u ODC, respectiva-
mente. Después de impregnar con 50 /al de KOH 2 M el disco
de papel de filtro, para fijar el liberado, se taparon
los tubos y se introdujeron en un baño de agua a 452C, en

constante agitación. Transcurrida 1 hora, se paró la reac-

ción por adición de 0,2 mi de ácido tricloroacético (TCA) al

10%. Después de 30 minutos de agitación adicional, en las
condiciones anteriores, los discos de papel de filtro se se-

carón y se situaron en viales de centelleo con 8 mi de Cok-
tail-11 Normascint (Scharlau), una solución centelleadora

adecuada para determinaciones no acuosas, que contiene PPO,

POPOP y tolueno.

La radioactividad liberada se determinó por contaje du-
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rante 10 minutos en un contador de centelleo LKB Wallace,
mod. 1217 Rack Beta. La eficacia del contaje fué del 80%, y
los valores para el blanco se obtuvieron utilizando extrae-

to enzimático hervido.

Las actividades enzimáticas se han expresado en ^mol de
C1402 liberado/h/g de proteina.

La proteina se determinó por el método de Lowry y colab.
(1951) (apartado 2.10).
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2.9. Extracción y ensayo de ARG

Igual que en el caso de ADC y ODC, para la extracción del
enzima arginasa utilizamos callo fresco, inmediatamente des-

pués de su recoleccción.

Los callos se homogeneizaron, en cámara climatizada a

0-42C, con tampón de extracción (Tris-HCl 0,1 M pH=7, que

contenía 0,5% de polivinilpirrolidona) en la proporción de
1 g de tejido fresco/0,5 mi de tampón de extracción. Los ho-

mogeneizados se centrifugaron a 15000 g durante 15 minutos,
en una centrifuga refrigerada "Heraeus-Christ", y el sobre-
nadante se utilizó como extracto enzimático.

Ensayo de la actividad ARG. Seguimos el método descrito

por Schimke (1970). Este método se basa en determinar la

proporción de urea formada a partir de arginina, y la poste-
rior cuantificación de la urea por colorimetría.

Mn2+
urea + ornitinaArginina ARG

Los extractos enzimáticos (0,9 mi) se activaron a 552C

en presencia de ClgMn 0,01 M (0,1 mi de una solución 0,1 M
de Cl2Mn) durante 5 minutos. A continuación, cantidades alí-
cuotas (0,1 mi) de estos extractos enzimáticos activados se

incubaron durante 10 minutos a 372C con 1 mi de mezcla de

reacción (0,9 mi de L-arginina 0,250 M, pH=9,7 + 0,1 mi de

ClgMn 0,01 M); esta mezcla se tiene que preparar justo antes
de utilizarla. Transcurridos 10 minutos, se paró la reacción
por adición de 2,5 mi de ácido perclórico 0,5 M. La solución
obtenida tras estas operaciones se utilizó para determinar
la cantidad de urea. Para ello, a tubos que contenían 1 mi

de las soluciones anteriores, se les adicionaron 2,9 mi de

+ 270 mi PO^Hg, se llevan a un vo-mezcla ácida (90 mi S04H2
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lumen final de 1000 mi con agua destilada) y 0,1 mi de solu-
ción etanólica de 1-fenil-l,2-propanodiona-2-oxima al 6%.
Los tubos, adecuadamente tapados, se introdujeron en un ba-
ño de agua a 1002C durante 1 hora. Las soluciones coloreadas
obtenidas se dejaron enfriar en la oscuridad, y a continua-
ción se procedió a la lectura espectrofotométrica de las
densidades ópticas, en una longitud de onda de 540 nm. Los
valores obtenidos se transladaron a una curva patrón, pre-

viamente obtenida, para leer en ella el equivalente a la
concentración correspondiente de urea. Como blanco se utili-
zaron extractos sin L-arginina.

Para la obtención de la curva patrón utilizamos solucio-
nes de urea de concentraciones comprendidas entre 50 y 400

juM, obtenidas a partir de un patrón combinado de glucosa-
urea Cromatest, que contenía 50 mg de urea/100 mi. La ecua-

de esta curva fué la siguiente: y = 0,0012 x - 0,0610.

La actividad enzimática se ha expresado como: mmol de
urea formados/h/mg de proteina. La proteina se determinó por

el método de Lowry y colab (1951) (apartado 2.10).
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2.10. Determinación de proteina

La proteina se precipitó, en los diferentes extractos,
con TCA-acetona. Tras centrifugar a 46000 g durante 20 minu-

tos, el sedimento se redisolvió con NaOH 0,1 M, y en las so-

luciones obtenidas se determinó la proteina por el método de

Lowry y colab. (1951). Para ello, a tubos de ensayo que con-

tenían 0,2 mi de las soluciones anteriores, se les añadió 1

mi de una solución que contenía C03Na2 al 2% en NaOH 0,1 M
y S04Cu.5H20 al 0,5% en tartrato sódico al 1%, en la propor-
ción 50:1 (v/v). Después de 10 minutos se adicionó 0,1 mi de
reactivo de Folin-Ciocalteu, diluido a la mitad con agua

se determinó la densi-

dad óptica en un espectrofotómetro "Variant Techtron 653" a

una longitud de onda de 750 nm.

La concentración proteica de las muestras análizadas se

dedujo de la curva patrón, obtenida a partir de soluciones
de ovoalbúmina Merck de concentraciones comprendidas entre

100 y 900 pg/ml, siendo la ecuación de dicha curva:

y = 0,0009 x - 0,0548

destilada. Transcurridos 30 minutos
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2.11. Extracción de proteina soluble y electroforésis en

geles de poliacrilamlda en presencia de SDS

La extracción de la fracción proteica soluble se funda-
mentó en el método propuesto por Van Loon y Van Kammen

(1968).

Como ya sé indicó en el apartado 2.5, la primera parte

del proceso de extracción, hasta la obtención del sobreña-

dante E (Fig. 5, pag. 78), es común para la fracción protei-
ca soluble y los aminoácidos libres.

En el caso de las proteinas, una vez obtenido dicho so-

brenadante, una parte alícuota del mismo se pasó a través de
una columma de Sephadex G50 (Pharmacia, 40 x 3 cm) equili-
brada con tampón Tris-HCl 0,05 M (pH = 7,5), para separar

las proteinas de otros compuestos de bajo peso molecular, la

proteina se eluyó con el mismo tampón a una velocidad cons-

tante de flujo de 14 ml/h. Los eluatos se recogieron en un

colector de fracciones LKB, modelo Redi Rae 2112, y se de-
terminaron sus absorciones ópticas en, longitudes de onda de
260 y 280 nm.

Las fracciones con contenido proteico, es decir aquellas

cuya absorción a 280 nm predominaba sobre la absorción a 260

nm, se reunieron y se llevaron a 95% de saturación con

S04(NH4)2 sólido (0,712 g/rnl), en constante agitación, para
precipitar la proteina. Después de 1 hora de reposo, la mez-

cía se centrifugó a 30000 g durante 10 minutos. El sedimen-

to, que contenía la fracción proteica soluble, se disolvió
en tampón Tris-HCl 0,05 M (pH = 6,5), y se dializó durante
48 horas, en sacos de diálisis de la firma "Dialyzer Tubing

3787-D, Sigma" frente a 1000 volúmenes de la misma solución
tampón. Todas las operaciones se realizaron en cámara clima-
tizada entre 2-42C.
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Una parte de la fracción dializada se utilizó para deter-
minar su contenido proteico mediante el método de Lowry y

colab. (1951), como se ha descrito en el apartado anterior,

y el resto se guardó en congelador a -20aC hasta el momento
de realizar el fraccionamiento de las proteinas.

Las proteinas solubles se separaron por electroforesis en

geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sódi-
co (SDS), en estas condiciones la separación de las protei-
ñas depende sólo del peso molecular de sus cadenas polipep-

tídicas.

Los geles se prepararon en lecho plano, siguiendo el sis-
tema discontinuo propuesto por Laemmli (1970). Utilizamos
acrilamida (Bio Rad) al 15% en el gel separador y al 5% en

el gel empilador. La composición completa de los geles fué
la siguiente:

- Gel separador

Tris-HCl 1,5 M (pH = 8,9)
Acrilamida 22,2%
Bis-acrilamida 0,6%
SDS 10%

H20
Persulfato amónico 5% ...

TEMED ‘

7,5 mi

20,2 mi

0,3 mi

5,0 mi

1,0 mi

20,0 ul

- Gel empilador

Tris-HCl 0,5 M (pH =6,5)
Acrilamida 22,2%
Bis-acrilamida 0,6%
SDS 10%

h2o
Persulfato amónico 5% ...

TEMED

5,0 mi

2,7 mi

0,2 mi

12,0 mi

1,0 mi

20,0 ul
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Las muestras (40 jal), antes de su aplicación, se disol-
vieron en 15 jal de tampón muestra A y 13 jal de tampón mués-
tra B, cuya composición es la siguiente:

- Tampón muestra A

SDS 250,0 mg

0,25 mi

0,4 mi

5,0 mi

Mercaptoetanol
Tris-HCl 0,5 M (pH = 6,5)

H20 c.s.p

• • • •

- Tampón muestra B

Bromofenol blue

Sacarosa

H20 c.s.p

5,0 mg

2,0 g

10,0 mi

Un volumen adecuado (15 jal) de las muestras así prepara-
das se aplicó en el soporte electroforético mediante una je-

ringa Hamilton. Se utilizó un aparato para electroforesis

vertical, de lecho plano, conectado a una fuente de alimen-

tación LKB-2197. El sentido de la corriente fué de cátodo

(-) a ánodo (+), y la intensidad de la misma de 20 mA, has-
ta que el colorante marcador (azul de bromofenol) llegó al

gel separador, y de 25 mA desde este momento hasta el final
del proceso, el cual se dió por terminado cuando el frente

llegó a 2 cm del extremo de la placa.

Los geles se tiñeron con una solución de Coómassie Bri-
llant Blue R-250 (0,35 mg) en 300 mi de una mezcla de eta-

nol, ácido acético glacial y agua, en la proporción 25:16:
59 (v/v/v), durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se

decoloraron con una solución cuya composición es igual a la
de la anterior pero sin Coomassie Brillant Blue.

Una vez decolorados, los geles se fotografiaron,- y las

transparencias de alta resolución ampliadas (18 x 12 cm) se
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utilizaron para leer y registrar, posteriormente, la inten-

sidad.de las bandas proteicas, mediante un densitometro "Vi-
tatron TLD 100", con un filtro de 660 nm.

Los pesos moleculares de las bandas separadas se determi-
naron por comparación con proteinas patrón (Bio Rad) de dis-
tintos pesos moleculares: fosforilasa B, 92,5 kD; BSA (albu-
mina de suero bovino), 66,2 kD; ovoalbúmina, 45,0 kD; anhi-
drasa carbónica, 31,0 kD; inhibidor de tripsina de soja,

21,5 kD; y lisocima, 14,4 kD.

La movilidad relativa se calculó, de acuerdo con Webern

y Osborn (1969), a partir del siguiente cociente:

distancia recorrida por la banda (cm)
Mr =

distancia recorrida por el colorante marcador (cm)

La distribución de las actividades ADC y ODC sobre los

geles se determinó por seccionamiento de geles duplicados
sin teñir, después de la electroforesis a 42c, y por extrae-
ción de las secciones del gel (cerca de 4mm), que contenían
las bandas proteicas con PM aproximados a los de ADC y ODC,
con tampón fosfato 50 mM (pH = 7,6) suplementado con DTT
2 mM y piridoxal-5'-fosfato 50 ^uM durante una noche a 42c.
En los extractos libres del gel, obtenidos tras centrifugar
a 27000 g durante 20 minutos, se determinaron las activida-
des enzimáticas como se ha indicado en el apartado 2.8.
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2.12. Análisis estadístico de los resultados

Como hemos mencionado anteriormente, en este trabajo,
además del estudio de la fracción proteica soluble mediante

PAGE-SDS, se comparan los efectos de los 2 medios de culti-
vo -alto y bajo en auxina- sobre el crecimiento de los ca-

líos, contenidos en K+, aminoácidos libres, putrescina y ni-

cotina, y las actividades ARG, ODC y ADC de las piezas de

callo, con y sin organogénesis, crecidas sobre estos medios.

Por este motivo, los datos obtenidos en los análisis co-

rrespondientes se sometieron a un tratamiento estadístico
mediante la técnica del análisis de la varianza de una vía,
a fin de establecer posibles diferencias entre ambos trata-
mientos (11,5 pM ANA y 1 jiM ANA).

En todos los casos, el nivel de significación se expresa

según la siguiente relación de probabilidades:

NIVEL DE SIGNIFICACIONPROBABILIDAD EXPRESION

0,01 ^ P ¿4 0,05

0,001 ¿1 P ¿.0,01
P 0,001

Significativo

Muy significativo
Altamente significativo

*

**

-*■*■-*

Todos los tratamientos estadísticos de los resultados se

han realizado mediante un ordenador TEKTRONIX y un programa

de la biblioteca del Laboratorio de Cálculo Numérico de la

Facultad de Farmacia.
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3. RESULTADOS Y SU DISCUSION

3.1. Consideraciones preliminares

Estudios efectuados por varios investigadores han revela-
do que, en los tejidos vegetales deficientes en K+, la acu-

ululación de la diamina putrescina, el compuesto intermedia-
rio clave en la biosíntesis de nicotina (Yoshida y Mitake

1966), parece producirse por el camino biosintético vincula-
do a la L-arginina descarboxilasa (ADC), en lugar de por L-
ornitina descarboxilasa (Smith 1963, Flores y Galston 1982).
Otros estudios indican que ambas descarboxilasas son acti-
vas y están implicadas en la biosíntesis de putrescina (Yos-
hida 1969, Altman y colab. 1982, Yang y colab. 1984). Aun-

que arginina y ornitina marcadas pueden ser eficientes pre-

cursores de putrescina y nicotina, se conoce poco respecto
a su participación en la síntesis de estos últimos compues-

tos en los tejidos de callo de tabaco.

Según se ha indicado anteriormente (pág. 3), en dos cul-
tivos de callo derivados de la parte basal del nervio medio
de hojas de N. tabacum cv. Burley 21, crecidos, respectiva-

mente, sobre un medio alto en auxina (11,5 ^uM ANA) y otro
bajo en auxina (1 ;uM ANA), se ha determinado el contenido
de nicotina y aminoácidos libres, y establecido las relacio-
nes entre la producción de alcaloide y los niveles de sus

aminoácidos precursores iniciales: ácido glutámico, prolina,
ornitina y arginina del anillo de pirrolidina y ácido aspár-
tico del anillo de piridina. También hemos determinado la
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actividad arginasa, y el contenido de K+ y putrescina (li-
bre y ligada), y la actividad de los enzimas biosintéticos
de putrescina, arginina y ornitina descarboxilasa, a fin de
comprobar nuestra hipótesis,según la cual, en tejido de ca-

lio de tabaco, la toma de K+, las actividades de las dos
descarboxilasas (ADC y ODC), la acumulación de putrescina
libre y la síntesis de nicotina son procesos relacionados y

dependientes de la concentración de auxina en el medio de
cultivo. Finalmente, hemos separado la fracción proteica so-

luble por PAGE-SDS. El medio fundamental para ambos culti-
vos fué el de Murashige y Skoog (1962), suplementado con una

concentración 1 juM de quinetina y solidificado con Bacto-

agar en la proporción de 0,8 %. Los
ron en una cámara a 252C, en la oscuridad.

cultivos se dispusie-

A las seis semanas del subcultivo del callo inicial en

ambos medios de experimentación -alto y bajo en auxina-,

cuando, según se comprobó en condiciones análogas de culti-

vo, el crecimiento y la producción de nicotina eran máximos
(Piñol y colab. 1984), se examinaron las características y

la organogénesis de los cultivos, y se efectuó la toma de
muestra de los mismos para la determinación de sus pesos

fresco y seco, contenido en agua, estudio de las activida-
des enzimáticas y separación de la fración proteica soluble

por PAGE-SDS, y para los análisis de K+, aminoácidos libres,

putrescina y nicotina. El número de determinaciones en cada
caso fué de 6 a 15.

Para la discusión de los resultados obtenidos, estos se

han agrupado en cinco apartados:

- Carácteres morfológicos, crecimiento y contenido de K+
- Contenido de alcaloides y putrescina
- Actividades ADC, ODC y ARG
- Análisis por PAGE-SDS
- Contenido de aminoácidos
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En las tablas que figuran en cada uno de los apartados

indicados, están representados los correspondientes valores

de las piezas de callo crecidas, respectivamente, sobre los
medios alto y bajo en auxina, utilizados, a su vez, para la

composición de las tablas y figuras sobre las que, en cada

caso, se basa la discusión de los resultados.

Por último, queremos indicar que sólo se han estimado co-

mo valorables aquellos resultados experimentales que se han

expresado de modo claro y/o constante, dados los errores

que pueden cometerse durante las distintas operaciones rea-

lizadas.
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3.2. Carácteres morfológicos, crecimiento y contenido

de K+

Los tejidos de callo en el medio con una concentración
11,5 juM de ANA (alto en auxina), crecieron activamente en

forma de masas algo friables de color amarillo pálido (Figs.
6 y 7), mientras que en el medio con una concentración 1 juM
de ANA (bajo en auxina), crecieron bastante menos y forma-
ron masas más compactas de color amarillo parduzco (Figs. 8

y 9).' Por razones desconocidas, sobre ambos medios se des-
arrollaron callos con y sin organogénesis. En el medio alto
en auxina los callos con organogénesis, que representaron

aproximadamente el 52% del total de callos recolectados,
formaron principalmente raíces, debido posiblemente a la ba-

ja relación citoquinina/auxina existente en este medio de
cultivo, que habría estimulado el desarrollo de meristemos
de raíz (Wareing y Phillips 1981). En el medio bajo en auxi-
na los callos con organogénesis, que representaron aproxima-
damente el 58% del total de piezas recolectadas, formaron
también yemas de tallo de color verde pálido en alta propor-

ción (Tab. 2).

Si nos referimos a los indices de organogénesis (yemas +

raíces) (10), formación de raíces (IFR) y formación de ye-

mas (IFY), calculados para nuestros cultivos de callo tal
como se ha indicado previamente (págs. 68-69), podemos re-

saltar que si bien el 10 era similar para los cultivos ere-

cidos con las dos diferentes concentraciones de auxina en

el medio, el IFR era superior en los callos crecidos en el

medio alto en auxina, y el IFY muy superior en aquellos ere-

cidos en el medio bajo.

En las Tablas 3-8, figuran los resultados del efecto de
ambas concentraciones de auxina sobre el crecimiento y el

contenido de agua y K+ de los tejidos de callo después de
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un período de cultivo de 6 semanas. Según se puede observar

más claramente en la Tabla 8, los pesos frescos de los ca-

líos indican que el crecimiento de éstos era reducido sig-
nificativamente por la concentración 1 juM de ANA en el me-

dio de cultivo. De los resultados que figuran en la indica-
da Tabla se puede calcular que los pesos frescos de los ca-

líos, con y sin organogénesis, crecidos en el medio alto en

auxina, eran, respectivamente, 47,6 y 48,6 veces más altos,

y aquellos de los callos crecidos en el medio bajo sólo,
respectivamente, 19,9 y 17 veces más altos, cuando compara-

dos con los pesos frescos de las piezas de callo inicial

(0,04 ± 0,004 g) inoculadas sobre ambos medios de cultivo.
Los valores de porcentaje de peso seco, referidos a peso

fresco, de los callos con y sin organogénesis crecidos so-

bre el mismo medio de cultivo, eran similares. Sin embargo,
se produjo una diferencia significante entre los valores de

porcentaje de peso seco de los tejidos de callo crecidos
sobre los dos diferentes medios de cultivo. Los porcentajes
de peso seco de los callos con y sin organogénesis eran sig-

(el doble) en los cultivos ere-

cidos con una concentración 1 pM de ANA en el medio (Tab. 8,

Fig. 12). Estos resultados indican una acusada reducción de
la extensión celular (y por ello una baja relación vacuola/
citoplasma) en los tejidos de callo crecidos en el medio ba-

jo en auxina y, consecuentemente, podrían responder de las
diferencias observadas en la proporción de crecimiento en-

tre los callos crecidos sobre ambos medios de cultivo. Evi-

dencia adicional para esta interpretación de lo resultados
la aportan los valores del contenido de agua de los callos

(Tab. 8, Fig. 13), el cual en las piezas de callo con y sin

organogénesis, crecidas en el medio alto en auxina, era más
de 2 veces superior, con relación al contenido de las co-

rrespondientes piezas crecidas en el medio bajo en auxina.

nificativamente más altos
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La concentración de auxina en el medio de cultivo influ-

yó acusadamente sobre el contenido de K+ de los tejidos de
callo (Tab. 8, Fig. 14). Los callos con y sin organogénesis
crecidos sobre el medio alto en auxina, poseían concentra-

ciones de K+ significativamente superiores a aquellas deter-
minadas en los correspondientes callos crecidos en el medio

bajo en auxina. Sin embargo, aunque la concentración 11,5

jaU de ANA en el medio de cultivo ocasionó un

aumento del contenido de K+ de los callos, nuestros culti-

vos de callo eran deficientes en K+, de acuerdo con los da-
tos citados por Evans y Sorger (1966), según los cuales el
contenido de K+ de las plantas de N. tabacum que presentan
síntomas de deficiencia de este elemento oscila entre 27,9

y 37,2 mg por gramo de peso seco. Por otra parte, como indi-
ca la correspondiente relación de valores (Tab. 8), el con-

tenido de K+ era superior en las piezas de callo con orga-

nogénesis que en aquellas sin organogénesis crecidas sobre
un mismo medio de cultivo, con un incremento, según se pue-

de deducir de los datos que figuran en la indicada Tabla,

21,07 % en los callos crecidos en el medio alto en au-

xina -que presentaron un indice de formación de raíces (IFR)
igual a 0,86-, y de un 4,70 % en los crecidos en el medio

bajo en auxina -los cuales presentaban un IFR igual a 0,63-.
Se podría suponer por ello, que cuando los tejidos de callo
desarrollan raíces, éstas pueden contribuir a la absorción
del K+ presente en el medio de cultivo.

Los resultados comentados hasta el momento y la opinión
generalizada de que en los tejidos jóvenes el K+ es indis-

pensable para la obtención del turgor celular óptimo, el
cual se requiere para la extensión celular (Mengel y Kirkby

1982),. sugieren que en los callos crecidos sobre el medio

bajo en auxina, la reducción del contenido de agua y la pro-

porción de crecimiento, podrían deberse a una reducción de

considerable

del
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la toma de K+ por las células del tejido de callo, condicio-
nada por la concentración 1 juM de ANA en el medio de culti-
vo. Esta interpretación encuentra apoyo en el trabajo de Co-
cucci y Dalla Rosa (1980), en el que los autores demuestran

que el efecto estimulante del AIA sobre la extensión celu-

lar, está estrechamente relacionado con la separación de H+,
la toma de K+ y la síntesis de proteina.
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Tabla 3 . PESO FRESCO (g/callo)

11,5 juM ANA 1 ;aM ANA

Sin org. ^1/x2 x3/x4Con org. Con org. Sin org.

1,745

1,330

1,445

1,639

2,065

1,816

1,939

2,730

2,479

1,933

2,372

1,658

1,813

2,004

1,617

2,569

1,904

1,892

2,171

2,717

1,525

1,793

1,490

1,604

1,565

2,166

0,805

0,916

0,860

0,560

0,829

0,891

0,815

0,746

0,793

0,720

0,767

0,745

0,865

0,980

0,689

0,726

0,639

0,643

0,669

0,947

0,787

0,648

0,574

0,813

0,614

0,650

0,943

0,508

0,580

0,476

nd

nd

nd

nd

x2 1,945 0,980X1 1,906 x3 0,799 x4 0,681 1,173.

nd = no determinado
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Tabla 4 . PESO SECO (g/callo)

11,5 pM ANA 1 juM ANA

Sin org. x3/x4Sin org. x1/x2 COn org.Con org.

0,070

0,047

0,059

0,066

0,087

0,069

0,068

0,097

0,099

0,067

0,088

0,064

0,085

0,099

0,068

0,105

0,066

0,062

0,089

0,104

0,066

0,077

0,065

0,068

0,053

0,078

0,063

0,066

0,068

0,050

0,062

0,071

0,066

0,053

0,064

0,061

0,060

0,058

0,064

0,074

0,055

0,056

0,048

0,051

0,055

0,069

0,063

0,054

0,047

0,066

0,046

0,053

0,075

0,037

0,046

0,038

nd

nd

nd

nd

x2 0,076 0,987x1 0,075 x3 0,062 x4 0,054 1,148

nd = no determinado
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Tabla 5 . % PS (PF/PS x 100)

11,5 mM ANA 1 juM ANA

Sin org. *3/x4Sin org. x1/x2Con org. Con org.

4,02

3,51

4,09

4,04

4.20

3,79

3,50

3,55

3,98

3,49

3,69

3,89

4,68

4,94

4.21

4,07

3,47

3,26

4,08

3,82

4,30

4,28

4,37

4,24

3,40

3,62

7,78

7,45

8,00

8,16

7,31

7,97

8.38

8,20

8.17

7,57

8.18

7.94

7.38

7.95

7,90

7,80

7,24

7.96

8.96

7.49

7,98

8,15

7,13

8,03

8.49

7,77

7,76

7,37

7,58

8,04

nd

nd

nd

nd

x3 7,85x1 3,97 x2 3,90 1,02 x4 7,89 0,99

nd = no determinado
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Tabla 6 . CONTENIDO EN AGUA (g/g PS)

11,5 juM ANA 1 juM ANA

Sin org. x^/x2 x3/x4Con org. Con org. Sin org.

23,89

27,48

23,42

23.73

22,79

25,36

27,55

27,14

24,09

27,64

26,07

24,70

20,35

19,22

22.74

23,56

27,80

29,67

23,47

25,20

22,25

22,37

21,89

22,55

28,36

26,59

11,82

12,82

11,57

10,15

12,35

11,53

11,26

13,02

11,45

10,77

11,86

11,89

12,56

12,19

11,44

11,86

12,43

11,50

11,25

12,68

11.54

10,93

11,19

11,23

12,21

11,23

11,60

12.55

11,58

11,66

nd

nd

nd

nd

x 24,41 x2. 24,88 0,98' x3 11,78 x4 11,69 1,01

nd = no determinado
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Tabla 7 . K+ (mg/g PS)

11,5 pM ANA 1 pM ANA

Sin org. x3/X4Sin org. x1/x2Con org. Con org.

37,59

37,82

37,24

40,07

39,55

38,73

33,51

32,36

30,93

32,39

30,55

31,07

24,00

24,85

26,17

25,16

25,72

26,42

23,85

24,50

25,18

23,46

25,38

23,12

x4 24,25 1,053?2 31,80 1,21 x3 25,3938,50
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Figura 6. Aspecto de un callo sin organogénesis, crecido
en el medio alto en auxina.

Figura 7. Aspecto de un callo con organogénesis crecido
en el medio alto en auxina.
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Figura 8. Aspecto de un callo sin organogénesis, crecido
en el medio bajo en auxina.

Figura 9. Aspecto de un callo con organogénesis, crecido
en el medio bajo en auxina.
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Figura 10. Efecto de la concentración de auxina en el medio

de cultivo sobre el crecimiento (expresado como aumento de

peso fresco) de cultivo de callo de tabaco.
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pH Callos con organogénesis (11,5 pM ANA)

Callos sin organogénesis (11,5 pM ANA)

u Callos con organogénesis (1 pM ANA)

j|U Callos sin organogénesis (1 pM ANA)
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Figura 11. Efecto de la concentración de auxina en el medio
de cultivo sobre el crecimiento (expresado como aumento de

peso seco) de cultivo de callo de tabaco.
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Callos sin organogénesis (11,5 juM ANA)

jjHf Callos con organogénesis (1 juM ANA)

PlU Callos sin organogénesis (1 juM ANA)
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Figura 12. Efecto de la concentración de auxina en el medio
de cultivo sobre el porcentaje de peso seco, referido a pe-

so fresco, de cultivo de callo de tabaco.
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H¡¡ Callos sin organogénesis (1 /aM ANA)
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Figura 13. Efecto de.la concentración de auxina en el medio

de cultivo sobre el contenido de agua de cultivo de callo
de tabaco.
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U| Callos con organogénesis (11,5 ¿iM ANA)

Callos sin organogénesis (11,5 p.M ANA)

fjjf Callos con organogénesis (1 pM ANA)

IIH Callos sin organogénesis (1 juM ANA)
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Figura 14. Efecto de la concentración de auxina en el medio
+

de cultivo de callo dede cultivo sobre el contenido de K

tabaco.

mg/g PS
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üii Callos con organogénesis (1 pM ANA)

lili Callos sin organogénesis (1 ;uM ANA)
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3.3. Contenido de alcaloides y putrescina

En las Tablas 9-13 están representados los valores de ni-
cotina y putrescina de los callos crecidos, respectivamente,
en el medio alto en auxina -supra-óptimo para la síntesis

y el medio bajo en auxina -óptimo para la sin-
tesis del alcaloide-, después de un período de cultivo de 6

semanas, momento en que, en las condiciones de este experi-

mentó, la síntesis de nicotina por el tejido de callo era

máxima (Piñol y colab. 1984).

de nicotina-

Los análisis de los extractos alcaloídicos por CGL, en

las condiciones indicadas en la correspondiente Parte Expe-

rimental, han probado que los callos con y sin organogénesis
crecidos sobre ambos medios de cultivo, así como las raíces

y yemas de tallo desarrolladas por los mismos, presentaban
un modelo alcaloídico similar, con nicotina (tiempo de re-

tención •= 3,6 min.) como único alcaloide (Figs. 15-17). La
Tabla 13, en la que están representados además de los valo-
res medios de K+ aquellos de nicotina y putrescina, muestra

que la síntesis de nicotina en los callos con y sin organo-

génesis crecidos en el medio bajo en auxina, donde promedia-
ba 1,87 mg por gramo de peso seco de tejido de callo, era

significativamente superior cuando se comparaba con aquella
de los correspondientes callos crecidos en el medio alto en

auxina, donde promediaba sólo 0,40 mg por gramo de peso se-

co de tejido de callo. Además, el contenido de nicotina era

siempre más alto en las piezas de callo con organogénesis
que en aquellas sin organogénesis crecidas sobre ambos me-

dios de cultivo, con un incremento del 22,22 % en las co-

rrespondientes al medio alto en auxina (donde los callos con

organogénesis formaron principalmente raíces, Tabla 2) y de
un 11,30 % en las que crecieron en el medio bajo en auxina

(donde los callos con organogénesis formaron, además de raí-
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yemas de tallo en alta proporción, Tabla 2). Estos da-
tos indican que el desarrollo de órganos por el tejido de
callo estimuló la producción de alcaloide en nuestros culti-

vos, y demuestran, de acuerdo con Luckner (1971) y Bóhm

(1977), la importancia de la diferenciación morfológica pa-

ra la diferenciación bioquímica, requerida en la biosíntesis
de compuestos secundarios. Nuestros resultados sugieren que

determinados genes, que normalmente no afectan a un camino
metabólico -en este caso, la biosíntesis de nicotina- en las
células de una planta, sí pueden afectar este camino cuando
sus células crecen in vitro. Consecuentemente, un camino me-

tabólico puede estar influenciado por diferentes genes in
vivo e in vitro. Las diferencias genéticas a que aludimos,

probablemente no afectaron directamente al camino de biosín-
tesis de nicotina. Sugerimos que

las diferencias en la producción de nicotina por los callos
con y sin organogénesis, crecidos en un mismo medio de cul-

tivo, estén relacionadas con las diferencias en la capaci-
dad genética de los callos para formar órganos. Todo ello

queda reflejado claramente en la Figura 18.

ces,-

en nuestro experimento,

El contenido de nicotina de las yemas de tallo y .raíces
desarrolladas por los callos crecidos en el medio con una

concentración 1 juM de ANA (óptima para la síntesis del alca-

loide), era extremadamente alto (3,22 mg por gramo de peso

seco en las yemas de tallo y 8,04 mg por gramo de peso se-

co en las raides), casi 2 veces y más de 4 veces más alto,

respectivamente, que en las correspondientes piezas de ca-

lio (Tab. 13). Estos resultados reflejan claramente la sig-

nificación de la raíz para la síntesis de nicotina, ya que

el alcaloide es sintetizado en la raíz de la planta de taba-
co. Por otra parte, debido a que una vez formada la nicoti-

es transportada desde las raíces a las hojas, donde se

acumula durante el estado vegetativo de la planta, se po-

na
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dría suponer que en nuestro experimento, cuando los tejidos
de callo desarrollaron yemas de tallo, éstas últimas asumie-
ron la función acumulativa de las hojas en la planta intacta.

En la mayoría de las investigaciones sobre el contenido
de putrescina, en respuesta a diversos estímulos de crecí-

miento y condiciones fisiológicas, se determina sólo la dia-
mina en estado libre. Sin embargo, puesto que entre las fun-
ciones de este compuesto figuran la estabilización de macro-

moléculas y la participación en los mecanismos homeostáti-
eos para el control del pH celular (Slocum y colab. 1984),
la putrescina se encuentra en forma libre y ligada. Por es-

te motivo, en nuestros cultivos de callo, hemos investigado
la presencia de las tres fracciones: 1) putrescina libre so-

luble en ácido perclorico (S), 2) putrescina ligada soluble
en HCIO^ (LS), y 3) putrescina ligada insoluble en HC104
(LI).

La comparación de los contenidos de putrescina de los ca-

líos crecidos sobre ambos medios (Tab. 13, Fig. 19.) muestra

que la putrescina libre (S) se acumuló significativamente
en los callos con y sin organogénesis crecidos en el medio

bajo en auxina, donde representó, respectivamente, el 57,6

y el 50,6 % del total de putrescina, en relación con los co-

rrespondientes callos crecidos en el medio alto en auxina,
donde sólo representó, respectivamente, el 20,5 y el 15,1 %
del total de la diamina. Por el contrario, los niveles de

putrescina ligada soluble (LS) eran significativamente más
altos en los callos con y sin organogénesis crecidos en el
medio alto en auxina, donde, a su vez, alcanzó, respectiva-

mente, el 51,1 y el 58,0 % del total de putrescina, en reía-
ción con los correspondientes callos crecidos en el medio

bajo en auxina, donde sólo alcanzó, respectivamente, el 18,4

y el 27,4 % del total de putrescina. Finalmente, los valores
de putrescina ligada insoluble (LI) y de putrescina total,
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eran muy parecidos, lo mismo en los callos con organogéne-
sis que en aquellos sin organogénesis crecidos sobre ambos
medios de cultivo. De lo expuesto se puede deducir que, in-

dependientemente de la síntesis de novo de putrescina y de
su posterior transformación o degradación, el contenido to-
tal de putrescina en nuestros cultivos de callo -con dife-
rentes grados de deficiencia de K+- permanece constante den-
tro de ciertos límites, lo que coincide con lo observado

previamente por Klein y colab. (1979) en plantas de guisan-
te deficientes en K+ cuando comparadas con las plantas con-

trol. Se puede suponer, por ello, que la mayor acumulación
de putrescina libre (S) en los callos crecidos en el medio

bajo en auxina, en relación con aquellos crecidos en el me-

dio alto, resulta principalmente de una mayor proporción de
cambio de la diamina ligada soluble (LS) a la forma libre

(S), probablemente en respuesta a una deficiencia de K+ más
severa inducida en los primeros callos por la concentración
1 juM de ANA en el medio de cultivo (Tab. 13). Esto estaría
de acuerdo con la opinión generalizada de que la acumula-
ción de putrescina en plantas deficientes en K+ se debe a

su función como catión divalente (Hackett y colab. 1965,

Murty y colab. 1971, Klein y colab. 1979).

Así, en este trabajo se revela, en los tejidos de callo
crecidos sobre ambos medios de cultivo, la existencia de una

correlación positiva entre los niveles de putrescina libre

(S) y de nicotina, a la vez que una correlación negativa en-

tre aquellos de putrescina ligada soluble (LS) y del alca-

loide,y además se prueba que la putrescina soluble depende
más que la putrescina total del contenido de K+ de los ca-

líos.

Los cambios en los contenidos de putrescina soluble y ni-

cotina, apoyan nuestra hipótesis de que en tejidos de callo
de tabaco la toma de K+, la acumulación de putrescina libre
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y la síntesis de nicotina son procesos relacionados y depen-
dientes de la concentración de auxina en el medio de cülti-

vo. La putrescina libre acumulada en los callos deficientes
en K+ causa probablemente un incremento de la síntesis de

nicotina por un efecto de acción de masa. Todo parece suge-

rir que la concentración de auxina en el medio de cultivo,
en mayor grado aquella 1 juM de ANA, asegura un elevado abas-
tecimiento de precursor en el lugar de la síntesis de nico-
tina.
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Tabla 9. NICOTINA (mg/g PS)

11,5 juM ANA 1 pM ANA

x1/x2 x3/x4Con org.Con org. Sin org. Sin org.

0,49

0,53

0,40

0,42

0,43

0,37

0,41

0,47

0,33

0,28

0,35

0,33

2,01

2,16

1,81

1,91

2,07

1,87

1,81

1,98

1,51

1,91

1,75

1,68

x1 0,44 x2 0,36 1,22 x3 1,97 x4 1,77 1,11
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Tabla 10. PUTRESCINA LIBRE SOLUBLE en HC104 (mg/g PS)

11,5 mM ANA 1 juM ANA

x1/3?2 x3/x4Con org. Sin org. Con org. Sin org.

1.84

1.85

1,80

1.89

1,80

1.90

1,47

1,49

1,42

1,54

1,39

1,57

5.65

5.66

5,61

5,69

5,60

5,71

4.75

4.76

4,71

4.81

4,70

4.82

x1 1,85 x2 1,48 1,25 x3 5,65 x4 4,76 1,19

Tabla 11. PUTRESCINA LIGADA SOLUBLE en HC10. (mg/g PS)4

11,5 juM ANA 1 pM ANA

x1/x2 X3/X4Con org. Sin org. Con org. Sin org.

4,61

4,63

4,59

4,54

4,65

4,69

5.66

5.67

5,60

5,73

5,59

5,75

1,81

1,82

1,80

1,83

1,74

1,88

2,58

2,58

2,51

2,65

2,49

2,67

x1 4,62 x2 5,67 0,81 x3 1,81 x4 2,58 0,70
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Tabla 12. PUTRESCINA LIGADA INSOLUBLE en HC104 (mg/g PS)

11,5 juM ANA 1 juM ANA

x1/x2 x3/x4Con org. Sin org. Con org. Sin org.

2.55

2.56

2,50

2,61

2,30

2,82

2,61

2,62

2,60

2,63

2,31

2,93

2.34

2.35

2,33

2.36

2,20

2,49

2,06

2,08

2,04

2,10

1,99

2,15

x. 2,56 x2 2,62 x4 2,070,98 x3 2,35 1,13
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Cromatogramas de extractos alcaloídicos de teji
do de callo de tabaco con (A) y sin (B) organogénesis ere-

cido en el medio alto en auxina (11,5 ;uM ANA).

Figura 15
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Figura 16. Cromatogramas de extractos alcaloidicos de teji-
do de callo de tabaco con (A) y sin (B) organogénesis ere-

cido en el medio bajo en auxina (1 pM. ANA).
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Figura 17. Cromatogramas de extractos alcaloídicos de yemas

de tallo (A) y raíces (B) obtenidas de tejido de callo de

tabaco crecido en el medio bajo en auxina (1 ^iM ANA)

O

1 O

CVI

€9

■ESo

t

X!O

.=■_T'

h Lii

Ti

-i7 t !- T
; !

7
! -'Zi

£f iI-
í

T !
*_.. !¡ TT:

xi 7i14- T \ T T J=-:ii
-7Y T F :■ ;íi-i

1\“i ! ¡i3t TI
~T t. Y

4T

1
Ti'

T
T T "4=-_i

L T
7

i:i fc T
i-¡I TiLl (

■ -■

'J T

i _ i
c

£¡ OJT T t

Px 7

4-2•Fí !

7 .1i x lY L b.1
LT i

f;T •b ,-L. X
j

i

3 x
r

T~V

fYi

■i

m
T T

T
:\ r

Tx
Xjii

4 í

— X ¡-J3B,V/_: i

1r

! Dl
1

T ...1 T

1

3 ~V
C

(B)(A)

124



Figura 18. Efecto de la concentración de auxina en el me-

dio de cultivo sobre el contenido de nicotina de cultivo

de callo de tabaco.

mg/g PS
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p||} Callos con organogénesis (1 pM ANA)

UH Callos sin organogénesis (1 pM ANA)
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3.4. Actividades ADC, ODC y ARG

Hemos comparado también las actividades de arginina y or-

nitina descarboxilasa en los tejidos de los callos crecidos
sobre ambos medios de cultivo (Tabs. 14, 15 y 17), con el

objeto de estudiar la significación de estos enzimas en la
síntesis de los alcaloides de pirrolidina, vía putrescina,
en nuestros cultivos de callo. Los resultados indican que,

en las condiciones de este experimento, las actividades de
ADC y ODC se manifiestan en el momento de máxima producción
de nicotina (6a semana) por el tejido de callo, lo que con-

cuerda con el hecho de que la putrescina, y consecuentemen-
te la nicotina, pueden derivar de arginina y ornitina en ta-
baco (Yoshida 1969, Mizusaki y colab. 1973, Yang y colab.
1984). Sin embargo, según se puede deducir también de la re-

lación ODC/ADC (Tab. 17), la actividad ornitina descarboxi-
lasa en nuestros cultivos de callo era más alta que aquella
de arginina descarboxilasa -significativamente en el caso

de los callos con organogénesis crecidos sobre el medio al-
to en auxina y en aquellos con y sin organogénesis crecidos
sobre el medio bajo-. Por ello, a pesar de haberse sosteni-
do que la descarboxilación de arginina constituye el princi-

pal camino para la biosíntesis de putrescina en las plantas

(Smith 1978), nuestros resultados indican que ODC es el

principal enzima implicado en la biosíntesis de putrescina

y nicotina en tejidos de callo de tabaco, lo cual está de
acuerdo con los experimentos realizados en plantas de taba-
co por Mizusaki y colab. (1973) y Yang y colab. (1984). Los
hechos precedentes sugieren que ambos enzimas, ADC y ODC,
son activos en tejidos vegetales, y que su contribución re-

lativa a la biosíntesis de putrescina depende del tipo de

tejido y de los procesos de crecimiento condicionados por

el medio.
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La síntesis de putrescina en las plantas superiores pue-

de implicar también al enzima arginasa (Fig. 1, pág. 21);
este enzima convierte directamente la L-arginina en L-orni-
tina y urea. Este último aminoácido puede ser utilizado en

la síntesis de putrescina por la acción de ODC, o converti-
do otra vez a arginina a través del ciclo de la ornitina.
El hecho de que en nuestros cultivos de callo la actividad
ODC fuera significativamente mayor que aquella de ADC, y de

que, con independencia de la concentración de auxina en el
medio de cultivo, no pudiéramos, sorprendentemente, encon-

trar arginina en estado libre (Tab. 36, pág. 156), nos indu-

jo a determinar la actividad arginasa en los callos creci-
dos sobre ambos medios de cultivo. Los datos que figuran en

las Tablas 16 y 17, muestran, que la actividad arginasa tam-
bién era manifiesta en los callos crecidos en el medio ópti-
mo (1 juM ANA) y supra-óptimo (11,5 /¿M ANA) para la biosínte-
sis de nicotina, aunque significativamente superior (más de
2 veces) en aquellos con y sin organogénesis crecidos en el
medio alto en auxina, lo cual indica un incremento signifi-
cante de la conversión de arginina en ornitina en los callos

crecidos con una concentración 11,5 juM de ANA en el medio
de cultivo.

De lo expuesto se puede suponer que en las condiciones
de nuestro experimento, arginasa participó activamente en

los callos crecidos sobre el medio bajo en auxina y muy ac-

tivamente en aquellos crecidos sobre el medio alto, en la
reducción del "pool" de arginina libre al convertir esta en

ornitina, la cual era descarboxilada después en elevada pro-

porción a putrescina por la acción de ODC. Si bien ornitina,

por medio del ciclo que lleva su nombre puede ser metaboli-
zada de nuevo a arginina, en nuestro trabajo todo induce a

suponer la inhibición de este camino metabólico, debido pro-

bablemente a la presencia de NH3 en el medio, como se discu-
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te ampliamente en el apartado correspondiente a "Aminoáci-
dos libres" (pág. 139)
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I

Tabla 14. Actividad ADC (jumol C02/h/g proteina)

11,5 /iM ANA 1 ¿íM ANA

Sin org. x1/x2Con org. Sin org. x3/x4Con org.

4,02

4,90

3,95

4,97

3,78

5,14

1,23

2,11

1,04

2,30

2,22

1,12

17,10

17,02

16,84

18,28

18,69

16,43

6,01

6,93

5,89

7,05

7,25

5,69

4,46 x2 1,67 2,67 x3 17,39 x4 6,47 2,69

Tabla 15. Actividad ODC (jumol C0_/h/g proteina)2

11,5 ^iM ANA 1 p.K ANA

Sin org. x1/x2 Sin org. *3/x4Con org. Con org.

5,90

6,14

5,78

6,26

6,94

5,10

2,02

2,26

1.79

2,49

1,48

2.80

32,01

32,25

31,84

31,21

32,42

33,05

15,61

16,05

15,10

14,91

16,56

16,75

x2 2,14 2,81x1 6,02 x3 32,13 x4 15,83 2,03
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Tabla 16. Actividad ARG (mmol urea/h/mg proteina)

11,5 ;íM ANA 1 jjM ANA

x3/x4Con org. Sin org. Con org. Sin org.

24,39

24,39

23,90

23.66

26,81

24.67

26,43

25,84

21.90

23,00

22,27

19,69

19,00

19.91

19,67

20,12

10,01

10,38

9,64

8,90

12,20

11,61

11,40

13,06

7,78

7,78

8,34

9,86

10,81

10,05

7,78

10,05

xx 25,01 x2 20,69 1,21 x3 10,90 x4 9,06 1,20
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3.5. Análisis por PAGE-SDS

La fracción proteica soluble, parcialmente purificada,
de los tejidos de callo crecidos sobre ambos medios de cul-

tivo, se fraccionó por electroforésis en gel de poliacrila-
mida en presencia de dodecilsulfato sódico (SDS) (Fig. 21).
El objetivo principal de este análisis era encontrar dife-
rencias en las proteinas solubles de los callos que pudie-
ran relacionarse con su capacidad de síntesis de putrescina-

y nicotina. Cada carril del gel se cargó con igual volumen
de extracto proteico. La intensidad de las bandas proteicas
teñidas con el mismo azul de Coomassie, por ello, proporcio-
na una medida relativa de su contenido en los tejidos de ca-

lio en el momento de máxima producción del alcaloide por es-

tos tejidos (63 semana).

En los electroforegramas (Fig. 21), se observa claramen-

te que las bandas A y B en los callos crecidos en el medio

bajo en auxina (1 pM. ANA) eran bastante más intensas que en
los callos crecidos en el medio alto en 'auxina (11,5 ANA)
y, a la vez, más intensas en los callos con organogénesis
(+) que en aquellos sin organogénesis (-) crecidos sobre am-

bos medios de cultivo. El pesos molecular aproximado de las
bandas A y B era respectivamente de 38.900 D y 35.500 D

(Fig. 22). Las bandas C y D, con pesos moleculares aproxima-,
dos de 13.800 D y 12.600 D respectivamente, eran también
más intensas en los callos crecidos en el medio bajo en au-

xina que en aquellos crecidos en el medio alto. Las otras
bandas proteicas no presentaban cambios tan claros.

Los análisis para la actividad enzimática ADC y 0DC de
los geles duplicados sin teñir, permitió establecer que la
banda proteica de peso molecular aproximado 38.900 D(A)
presentaba actividad ADC, y aquella de peso molecular aproxi-
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mado de 35.500 D (B) actividad ODC. Así, estos resultados

aportan evidencia adicional al hecho de que en nuestros cul-
tivos de callo la actividad ODC era superior a aquella ADC

(Tab. 17, pág. 132), y además indican una clara correlación
positiva entre la intensidad de las bandas y la síntesis de
nicotina por el tejido de callo de tabaco (Figs. 21 y 18).

Las lecturas densitómétricas de los geles (Fig. 23), in-
dicaron que la proteina de 35.500 D que presentaba activi-
dad ODC comprendía aproximadamente el 34 y el 31 %, respec-

tivamente, del total de proteina soluble en los callos con

y sin organogénesis crecidos en el medio bajo en auxina,
mientras que la proteina de 38.900 D que presentaba activi-
dad ADC comprendía aproximadamente sólo el 19 y el 14 %, del
total de esta fracción en los respectivos callos crecidos
en este medio.En los cultivos de callo crecidos en el medio

alto en auxina, la cantidad de proteina que presentaba acti^-

vidad ODC (35.500 D) también era superior que la cantidad
de aquella que presentaba actividad ADC (38.900 D), la pri-
mera comprendió aproximadamente en los callos con y sin or-

ganogénesis crecidos en este medio, respectivamente, el 22

y el 19 % del total de proteina soluble, y la segunda apro-

ximadamente el 12 % del total de esta fracción en ambos ti-

pos de callo.

Recientemente, Yang y colab. (1984) han purificado par-

cialmente y caracterizado ADC y ODC de Nlcotiana tabacum
var. Ky-14, y han establecido para ADC un peso molecular de
120.000 D y para ODC de 70.000 D. De acuerdo con nuestros

resultados, por ello, podríamos suponer, provisionalmente,

que en tabaco Burley 21, ADC estuviese constituida
subunidades idénticas y ODC de dos; este es un problema que

requiere un estudio más detallado.

de 3
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Figura 21. Separación de las proteinas solubles de callo

de tabaco Burley 21 por PAGE-SDS. Los números de la iz-
-3

quierda indican la Mr x 10 de las proteinas patrón. + =

callos con organogénesis; - = callos sin organogénesis.

ANA

11,51 >iM
1r

92 —

66—

45 —

A (38 Kd)

B (35 Kd)
31 —

21 —

14 —

C (13 Kd)
D (12 Kd)

LI
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Figura 22. Determinación del peso molecular de las proteinas
solubles de callo de tabaco Burley 21 mediante PAGE-SDS. Las

proteinas patrón eran: I, Lisocima; II,Inhibidor de tripsina
de soja; III, Anhidrasa carbónica; IV, Ovoalbumina; V, Albu-
mina de suero bovino (BSA); VI, Fosforilasa B.

5.0-

4.8-
hm

a

3
U

O 4.6-
2

o
m

a.
4.4-

a
o

4.2-

4.0
I T T T

0.6

relativa

0.2 0.4

Movilidad

0.8

-137-



Figura 23. Lecturas densitométricas de las bandas- de protei-
na soluble separadas por PAGE-SDS de los callos crecidos en

el medio bajo en auxina -sin (A) y con (B) organogénesis- y

de los callos crecidos en el medio alto en auxina -sin (C)

y con (D) organogénesis-.

A B
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38 Kd

35 Kd

38 Kd

C D
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3.6. Aminoácidos libres

(Tablas 18-37, Figuras 24-28)

En la Tabla 36 están representados los contenidos medios
+ el error estandard de los 18 a.-aminoácidos libres: 16

proteicos y 2 no-proteicos (ácido ^-aminobutírico y orniti-
na), encontrados en los tejidos de callo crecidos en ambos
medios de cultivo, alto y bajo en auxina (11,5 y 1 juM ANA,
respectivamente) después de 6 semanas de cultivo. El amino-
ácido más abundante era glutamina, seguido, en menor propor-

ción de ácido glutámico y ácido ^-aminobutírico. Sin embar-
go, arginina, un aminoácido que abunda en estado libre en

la planta de tabaco, y un conocido precursor del anillo de

pirrolidina de nicotina (Yoshida y Mitake 1966), no se pudo
determinar en nuestros cultivos de callo, independientemen-
te de la concentración de auxina en el medio de cultivo.

Entre los aminoácidos libres determinados en nuestros

cultivos: ácido aspártico, serina, ácido glutámico, gluta-
mina, glicina, valina, ácido jf-aminobutírico, histidina, or-
nitina y prolina, en los callos con y sin organogénesis, y

alamina y lisina sólo en aquellos con organogénesis, eran

significativamente más altos en los cultivos de callo ere-

cidos sobre el medio bajo en auxina (1 juM ANA) que en los
correspondientes cultivos crecidos sobre el medio alto en

auxina (11,5 juM ANA). Las concentraciones de alanina y lisi—

na, aunque más altas en los callos sin organogénesis creci-
dos sobre.el medio bajo en auxina, no eran afectadas signi-
ficativamente por la diferente concentración de auxina en

el medio de cultivo. Por el contrario, las concentraciones

de isoleucina y leucina, eran más altas en las piezas de ca-

lio crecidas en el medio alto en auxina -significativamente

más altas aquellas de isoleucina en las piezas con y sin or-
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ganogénesis, y sólo significativamente más altas las de leu-
ciña en las piezas sin organogénesis-. Finalmente, las sumas

de los «.-aminoácidos libres en los callos con y sin organo-

génesis crecidos en el medio bajo en auxina, eran significa-
tivamente más altas que en los correspondientes callos ere-

cidos en el medio alto en auxina (Tab. 36, Fig. 24).

Como puede apreciarse también en la Tabla 36, las concen-

traciones de glutamina eran extremadamente altas en nuestros

cultivos, constituyendo el 35,41 y el 38,29 % del total de

N-«NH2, respectivamente, en los callos con y sin organogéne-
sis crecidos en el medio alto en auxina, y el 45,31 y 37,37
% del total de esta fracción, respectivamente, en aquellos

con y sin organogénesis crecidos en el medio bajo en auxina.
Las concentraciones de esta amida en nuestros cultivos de

callo eran mucho más altas que las observadas en las plan-
tas. Altas concentraciones de glutamina en cultivos in vitro
de tabaco fueron ya indicadas por varios investigadores

(Stedman 1968, Bergman y colab. 1976, Lawyer y colab. 1980,

Lawyer y colab. 1981). Bergman y colab. (1976) atribuyen es-

tas elevadas concentraciones de glutamina a la presencia de

NH^ en el medio, y distinguen un "pool" de reserva de este
aminoácido dentro de las vacuolas de las células de tabaco,

y un "pool" rápidamente metabolizable en el citoplasma, el
cual está vinculado a la síntesis de proteinas.

En los cultivos crecidos en el medio alto en auxina, áci-
do aspártico, ácido glutámico,. glicina, alanina, ácido )f-
aminobutírico y prolina, representaban en los callos con or-

ganogénesis el 4,49, 17, 38, 5,11, 6,73, 17,03 y 3,68 %, y

en los callos sin organogénesis el 3,38, 17,05, 4,47 5,70,

15,89 y 4,06 %, respectivamente, de la correspondiente suma

de los («-aminoácidos libres (Tab. 36). Es decir, estos seis
aminoácidos representaban en la indicada suma: el 54,42 %
en las piezas de callo con organogénesis y el 51 % en aque-
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lias sin organogénesis crecidas sobre este medio de cultivo.
En la Tabla 36 se puede observar también que los ot-aminoáci-
dos libres en mayor concentración después de la glutamina,

igualmente en los cultivos crecidos en el medio bajo en au-

xina, eran: ácido aspártico, ácido glutámico, glicina, ala-

nina, ácido '¡f-aminobutírico y prolina -representando el
5,13, 13,43, 4,07, 5,11, 15,78 y 3,44 % en los callos con

organogénesis, y el 5,25, 16,57, 4,75, 4,53, 17,25 y 4,73 %
en los callos sin organogénesis, respectivamente, de la su-

ma-. En este caso, los indicados aminoácidos, constituían
en los callos con y sin organogénesis, crecidos con una con-

centración 1 /¿M de ANA en el medio de cultivo, respectiva-
mente el 4,96 y el 53,08 % de la correspondiente suma del
total de aminoácidos libres. Respecto a las concentrado-
nes de los restantes aminoácidos en los tejidos de callo
con y sin organogénesis crecidos sobre ambos medios de cul-

tivo, representaban, en cada caso, menos del 2% de la res-

pectiva suma del total de (^.-aminoácidos libres (Tab. 36).

Por otra parte, en nuestro experimento, las concentrado-
nes de los oí-aminoácidos libres determinadas en los tejidos
de callo con organogénesis, crecidos sobre ambos medios de

cultivo, eran comúnmente superiores a las correspondientes
concentraciones de estos metabolitos encontradas para los

tejidos de callo sin organogénesis, como puede deducirse de
las relaciones de valores que figuran en la Tabla 36. Las
relaciones más altas, indican obviamente la presencia de

"pools" de o(.-aminoácidos libres proporcionalmente superio-
res en los callos con organogénesis que en aquellos sin or-

ganogénesis crecidos sobre ambos medios de cultivo. El he-
cho de que para los tejidos de callo crecidos en las dife-
rentes concentraciones de auxina en el medio de cultivo

(11,5 y 1 /jM de ANA), la suma de los valores de los o(.-amino-
ácidos determinados fuera superior en los tejidos con orga-
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nogénesis que en aquellos sin organogénesis (Tab. 36, Fig.

23) apoya lo expuesto. Es evidente, que con independencia
de la concentración de auxina en el medio de cultivo, la ca-

pacidad de los callos para formar órganos, afectó a varios
sistemas enzimáticos implicados en la síntesis y/o acumula-
ción de los indicados o(-aminoácidos.

Como hemos indicado anteriormente, los «.-aminoácidos li-
bres más abundantes en nuestros cultivos después de glutami-

na, eran ácido glutámico y ácido )f-aminobutírico. Los altos
niveles de ácido glutámico podrían ser consecuencia, a su

vez, de los altos niveles de la amida de este aminoácido;
es bien conocido, que en los tejidos vegetales la glutamina

puede metabolizarse a ácido glutámico (Givan 1979). Esta in-

terpretación viene apoyada por el hecho de que, en las con-

diciones de este experimento, existe una clara correlación

positiva entre los valores de glutamina y ácido glutámico
en los tejidos de callo con y sin organogénesis crecidos so-

bre ambos medios de cultivo -alto y bajo en auxina- (Tab.
36, Fig. 25).

Aunque, de acuerdo con Noguchi y Tamaki (1962), el ácido
^-aminobutírico (GABA), es el aminoácido libre más abundan-
te en las hojas de plantas de tabaco, las concentraciones
de este aminoácido eran también, en nuestros cultivos de ca-

lio, mucho más altas que en la planta intacta, especialmen-
te en aquellos crecidos sobre el medio bajo en auxina (Fig.
26) .

Según se puede deducir de los datos que figuran en la Ta-
bla 36, el valor medio de GABA.en los callos crecidos en el
medio bajo en auxina era 1,5 veces superior que en aquellos
crecidos sobre el medio alto en auxina. GABA, como nicotina,

es otro metabolito potencial de putrescina en las plantas

superiores (Wielgat y Kleczkowski 1971, Slocum y colab. 1984),
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y de manera similar a lo que sucede con el alcaloide, los
valores de GABA en nuestros cultivos de callo presentaban

una correlación positiva con las cantidades de putrescina
soluble (S), y negativa con aquellas de putrescina ligada
soluble (LS) (Tabs. 13 y 36). Parece por ello que, en las
condiciones de este trabajo, la concentración 1 juM de ANA
en el medio de cultivo ocasionaba también un incremento de

la síntesis de GABA, vía putrescina, en los callos crecidos
en este medio, y en mayor proporción en aquellos con organo-

génesis.

En las plantas en condiciones de moderado a severo

"stress", uno de los cambios más espectaculares en el "pool"

nitrógeno soluble se debe al marcado incremento (10-100
veces) del aminoácido prolina, primeramente observado por

Kemble y MacPherson (1954), y considerado actualmente como

un fenómeno general (Hanson y Hitz 1982). En nuestros culti-

vos, el contenido de prolina era importante e incrementó,
según se puede deducir también de los valores que figuran
en la Tabla 36, más de 1,5 veces por término medio, en los

tejidos de callo crecidos en el medio bajo en auxina en re-

lación con aquellos crecidos en el medio alto, en respuesta,

probablemente, al mayor grado en la deficiencia de K+ indu-
cido en los primeros por la concentración 1 juM de ANA en el
medio de cultivo (Fig. 27). En la planta, las condiciones

ácidas que acompañan a la deficiencia de K+, inducen la sin-
tesis de prolina (Goring y Bui Huy Thien 1979). Por otra

parte, el hecho de que las piezas de callo crecidas sobre
ambos medios de cultivo, tuvieran niveles de prolina más al-
tos en las piezas con organogénesis que en aquellas sin or-

ganogénesis (1,18 y 1,03 veces más altos, respectivamente,
en los medios alto y bajo en auxina), podría deberse a una

respuesta al "stress" adicional causado en estos callos por

la mayor acumulación de metabolitos, como es el caso de ni-

de
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cotina (Tabs. 13 y 36).

Si nos referimos únicamente a los aminoácidos precurso-

res iniciales de nicotina: ácido glutámico, prolina, orniti-
na y arginina del anillo de pirrolidina, y ácido aspártico
del anillo de piridina (Lamberts y Byerrum 1958, Lamberts y

colab. 1959, Wu y colab. 1962, Yoshida y Mitake 1966), sor-

prendentemente, como se ha indicado anteriormente, no se en-

contró arginina libre en nuestros cultivos de callo, mien-

tras que las concentraciones de ácido glutámico, prolina,
ornitina y ácido aspártico, según se puede observar en la
Tabla 36, eran considerables en los callos crecidos sobre
ambos medios de cultivo. Estos últimos aminoácidos constitu-

yeron el 26,31 y el 25,91 % de la suma de oc-aminoácidos li-
bres determinados, respectivamente, en los callos con y sin

organogénesis crecidos en el medio alto en auxina, y el

22,63 y 27,39 % del total de esta fracción, respectivamente,
en aquellos con y sin organogénesis crecidos en el medio ba-

jo en auxina. Por otra parte, no sólo la suma de las concen-

traciones de estos últimos cuatro aminoácidos en los callos

con y sin organogénesis, crecidos en el medio bajo en auxi-

na, sino también sus concentraciones individuales, eran sig-
nificativamente más altas que aquellas encontradas en los

respectivos cultivos crecidos en el medio alto en auxina

(Tab. 37, Fig. 28). Estos resultados, parecen sugerir que

ambas concentraciones de auxina en el medio de cultivo, 11,5

juM y 1 /aM de ANA, respectivamente, supra-óptima y óptima pa-

ra la síntesis de nicotina, si bien determinaron una severa

reducción del "pool" de arginina libre en los cultivos de

callo crecidos sobre ambos medios, no afectaron de igual ma-

ñera a los "pools" de los otros aminoácidos precursores de
nicotina. Por el contrario, la concentración de auxina,en el

óptima para la síntesis de nicotina (1 juM
ANA), ocasionó un incremento significativo de los "pools"

medio de cultivo
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de ácido glutámico, prolina, ornitina y ácido aspártico., en

los cultivos de callo crecidos sobre este medio, cuando com-

parados con aquellos de los respectivos cultivos crecidos
con la concentración supra-óptima de auxina en el medio

(Tab. 37).

La presencia de NH^ en el medio, indicada por la acumula-
ción de glutamina (Bergmann y colab. 1976), y por ello tan
evidente en nuestros cultivos de callo (Tab. 36), podría ha-
ber contribuido al modelo de aminoácidos que hemos descrito

para los mismos y, a la vez, a su elevada actividad ODC. La

posible reducción del nivel de ATP en las mitocondrias, de-
bida a la inhibición de la oxidación del NADH+H+, vía la ca-

dena de transporte de electrones, por el NH^ presente en el
medio (Vines y Wedding 1960), podría haber afectado negati-

vamente la síntesis de carbamil-fosfato en estos orgánulos

(Glasgow y Peterchase 1977) y, consecuentemente, a la de ci-
trulina y arginina a través del ciclo de la ornitina (Fig. 1,

pág. 21). Esto se traduciría obviamente
del "pool" de arginina, una acumulación de ornitina y un in-
cremento de la actividad ODC de los tejidos vegetales. Por
otra parte, la indicada inhibición de la oxidación del NADH4-

H*, vía la cadena de transporte de electrones, en las condi-
ciones de este experimento, podría resultar en un incremen-
to de piridin nucleótido para la síntesis del anillo de pi-
ridina de nicotina (Fig. 2, pág. 35). En nuestros resulta-

dos, también se puede observar una clara correlación positi-
va entre los niveles de ácido aspártico (el aminoácido pre-

cursor del anillo de piridina de nicotina) y nicotina
los callos con y sin organogénesis, crecidos sobre ambos me-

dios de cultivo (Tabs. 13” y 36). Finalmente, como se ha in-
dicado anteriormente, en los tejidos vegetales la glutamina

puede metabolizarse a ácido glutámico (Givan 1979), uno de
los precursores de nicotina vía ornitina. Puesto que existe

en una reducción

en
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una clara correlación positiva entre los valores de glutami-

na, ácido glutámico y nicotina en los callos con y sin orga-

nogénesis crecidos sobre ambos medios (Tabs. 13 y 36), es

lógico suponer una alta producción de ornitina, producida

de ácido glutámico, que podría, en nuestros cultivos, con^

tribuir a la elevada actividad ODC de los mismos y a la in-
crementada síntesis de putrescina y nicotina (Tabs. 13 y 17).
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Tabla 18. ASPARTICO (pmol/100 g PF)

11,5 pM ANA 1 pM ANA

x1/x2 X3/X4Con org. Sin org. Con org. Sin org.

38,57

30,21

34,70

33,48

30.98

38.98

50,45

57,07

50,68

53,83

54,78

49,62

93,24

91,89

95,97

97,01

92,82

92,31

56,96

73,77

60,69

78,47

69,62

67,85

x4 67,89x, 52,74 x2 34,49 x3 93,871,53 1,381.

Tabla 19. TREONINA (pmol/100 g PF)

11,5 pM ANA 1 pM ANA

x3/x4x1/x2Sin org.Con org. Con org. Sin org.

14,94

14,16

15,20

14,56

14,22

15,24

6,29

5.38

5,60

6.39

6,81

5,88

18,57

16,45

15,96

15,60

14,65

16,28

14,41

12,57

13,76

11,00

12,37

12,79

x2 6,06 2,433^ 14,72 x, 12,82 1,27x3 16,25 4
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Tabla 20. SERINA (jimol/100 g PF)

11,5 p.M ANA 1 pM ANA

V*2 Sin org. X3/X4
19,49

20,07

16,09

16,21

15,52

20,45

Sin org. Con org.Con org.

10,97

12,99

8,20

13,07

10,70

8,39

25,11

26.91

26,81

27,01

26.92

28,87

34,69

32,80

37,54

34,21

35,07

36,01

x3 35,05x1 26,94 x2 10,72 2,51 x4 17,97 1,95

Tabla 21 . GLUTAMICO (jimol/100 g PF)

11,5 ;uM ANA 1 ;aM ANA

Sin org. *3/x4Con org. Sin org. Con org.

200,80

203,38

209,00

200,87

202,26

210,04

143,41

153,04

164,71

145,49

151,58

164,09

210.17

218,35

214,39

218,44

211.17

213,28

231,97

241,16

263,21

247,77

256,37

235,69

x4 214,30 1,15x1 204,39 x„-153,72 1,33 x3 246,032
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Tabla 22. GLUTAMINA (jumol/100 g PF)

11,5 ANA 1 juM ANA

Sin org. x1/x2 Sin org. x3/x4Con org. Con org.

436,47

303,36

785,92

303,67

349,56

588,75

391,38

286,59

357,28

319,87

336,06

379,36

659,51

957,62

871,91

795,45

726,17

967,42

441,57

419,81

588,80

453,26

466,18

530,72

x. 461,29 x2 345,09 1,34 x4 483,39 1,72x3 829,68

Tabla 23. GLICINA (^mol/100 g PF)

11,5 mM ANA 1 pM ANA

Sin org. x1/x2 Sin org. x3/x4Con org. Con org.

56,72

59,24

61,82

62,34

57,41

62,65

42,43

44,22

34,32

43,70

30,55

46,76

76,71

74,47

73,62

73,51

73,24

75,93

57.95

63,33

63,04

57,77

63,59

62.96

x2 40,33 1,49x]L 60,03 x3 74,58 x4 61,44 1,25
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TablajM. ALANINA (jomol/100 g PF)

11,5 mM ANA 1 juM ANA

Sin org. x1/x2Con org. x3/X4Sin org.Con org.

71,97

81,45

85,12

74,87

83,39

77,92

48,70

48.31

57,10

47.32

58,63

48,16

95,43

92,06

90.83

95,68

91,41

95.83

52,87

59,40

61,21

61,93

55,31

61,02

xx 79,12 x2 51,37 1,54 x3 93,54 x4 58,62 1,59

Tabla 25. VALINA (pmol/100 g PF)

11,5 juM ANA 1 juM ANA

Sin org. x1/x2 X3/X4Con org. Con org. Sin org.

15,07

13,46

14,22

14,72

15,55

14,45

14,70

11,03

9,75

10,54

9,89

14,98

16,29

14,86

15,42

18,85

16,67

17,33

13,56

14,18

14,35

15,09

13,07

15,49

x1 14,58 x2 11,80 1,23 x3 16,57 x4 14,29 1,16
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Tabla 26. METIONINA (jumol/100 g PF)

11,5 ;uM ANA 1 juM ANA

x1/x2 Sin org. x3/x4Sin org. Con org.Con org.

1,95

1,91

2,08

2,91

5,09

x 1,98 x2 4,00 0,49

Tabla 27. ISOLEUCINA (jumol/100 g PF)

1 pM ANA11,5 ¿iM ANA

x^/x2 Sin org. x3/x4Con org. Sin org. Con org.

7,68

9,26

8,06

7,30

7,05

9,13

9,15

9,75

8,63

9,86

8,92

9,79

6,26

6,10

6,16

6,78

5,89

6,74

10,30

8,73

11,00

10,97

12,26

10,40

3^ 9,38 x2 8,08 x4 10,61 0,591.16 x3 6,32
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Tabla 28. LEUCINA (pmol/100 g PF)

11,5 juM ANA 1 juM ANA

Sin org. j^/Xg Sin org. *3/x4Con org. Con org.

•

11,12

14,90

14,90

14,79

15,55

12,32

19,94

19,93

19,35

18,70

18,99

19,97

13,55

11,91

12,26'

13,71

13,99

11,74

16,01

16,59

18,40

18,21

19,64

15,93

x1 13,93 x2 19,48 0,71 x3 12,86 x4 17,46 0,74

Tabla 29. FENILALANINA (pmol/100 g PF)

11,5 juM ANA 1 juM ANA

X3/X4Sin org. x1/x2Con org. Con org. Sin org.

5.41

5,51

3.41

3,90

5,79

3,34

5,19

4,72

4,59

6,98

6,86

5,61

7,66

5,98

6,90

8,28

8,64

5,76

5,39

5,99

6,48

6,21

6,35

6,66

X1 4,56 x2 5,66 0,80 x3 7,20 x4 6,18 1,16
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Tabla 30. ACIDO f-AMINOBUTIRICO (jumol/100 g PF)

11,5 ;uM ANA 1 ¿aM ANA

Sin org. x1/x2 Sin org. X3/X4Con org. Con org.

210,81

196,26

185,48

208,22

211,60

188,78

110,21

138,83

175,02

148,77

111,54

174,89

265.98

289,91

273.98

305,94

310,10

287,97

233,90

224.14

211,40

220,72

216.14

232,60

5^ 200,19 x2 143,21 1,40 x3 288,98 x4 223,15 1,29

Tabla 31. HISTIDINA (pmol/100 g PF)

11,5 ¿iM ANA 1 ;jM ANA

Sin org. x1/x2 Sin org. *3/x4Con org.. Con org.

11,02

11,59

11,37

10,83

11,06

12,11

8,26

8,37

5,48

7,04

8,61

5,98

14,83

15,04

18,48

16,02

17,82

14,36

14,40

12,39

15,67

18,98

12,81

17,91

xx 11,33 x2 7,29 1,55 x3 16,09 x4 15,36 1,05
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Tabla 32. ORNITINA (jjmol/100 g PF)

1 juM ANA11,5 pM ANA

Sin org. x3/x4Sin org. x1/x2Con org. Con org.

11,09

10,38

12,11

9,14

10.85

11.85

9,38

9,90

6,48

6,92

10,50

10,31

11,81

8,73

7,62

6,44

10,32

7,77

12,46

10,23

13,80 '

12,27

10,21

10,75

x3 11,62 x4 10,90 1,07x 8,91 x2 8,78 1,01

Tabla 33. LISINA (pmol/100 g PF)

1 pM. ANA11,5 juM ANA

Sin org. x3/x4Sin org. x1/x2 Con org.Con org.

18,58

13,67

17,32

17,47

16,23

15,55

15,25

17,12

14,11

15,59

16,27

15,20

12,50

14,23

16,80

12,30

16,13

15,38

14,35

11,38

8,99

8,41

9,21

13,21

x4 15,59 1,06x1 10,92 x2 14,56 0,75 x3 16,47
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Tabla 34. PROLINA (jjmol/100 g PF)

11,5 pM ANA 1 juM ANA

xl/x2 x3/x4Con org. Sin org. Con org. Sin org.

45,81

40,23

43,75

42,66

40,95

46,15

39,29

38,94

35,83

33,00

37,14

35,39

62,45

63,66

58,86

62,37

69,83

60,60

60,29

66,52

56,77

55,39

58,87

69,37

x± 43,26 x2 36,60 1,18 x3 62,96 x4 61,20 1,03

Tabla 35 . TIROSINA (jumol/100 g PF)

11,5 juM ANA 1 ANA

Sin org. x1/x2 Sin org. X3/X4Con org. Con org.

2,37 4,35

1,82

1,50

2,99

3^ 2,37 x x3 3,08 x4 2,25 1,372
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Figura 24. Efecto de la concentración de auxina en el medio

de cultivo sobre el contenido total de aminoácidos libres

de cultivo de callo de tabaco.
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Figura 25. Efecto de la concentración de auxina en el medio

de cultivo sobre los contenidos de ácido glutámico y gluta-
mina en cultivo de callo de tabaco.
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Figura 26. Efecto de la concentración de auxina en el medio

de cultivo sobre el contenido de ácido Y_aminot,u'tírico en

cultivo de callo de tabaco.
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Figura 2.1. Efecto de la concentración de auxina en el medio

de cultivo sobre los contenidos de K+ y prolina en cultivo
de callo de tabaco
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Figura 28. Efecto de la concentración de auxina en el medio

de cultivo sobre el contenido de aminoácidos precursores

iniciales de nicotina en cultivo de callo de tabaco.

/amol/100 g PF

450"

350-

250-

150"

f¡

50- i

| j Callos con organogénesis (11,5 jaM. ANA)

m Callos sin organogénesis (11,5 juM ANA)

lf Callos con-organogénesis (1 pM ANA)

[fifi Callos sin organogénesis (1 ;uM ANA)

-164-



4. CONCLUSIONES

1.- La concentración de auxina en el medio de cultivo ha

influido muy considerablemente sobre el crecimiento y la

organogénesis de los tejidos de callo. En el medio con una

concentración 11,5 pM de ANA (alto en auxina),los callos
han crecido activamente, y aquellos con organogénesis han
formado principalmente raíces; por el contrario, en el me-

dio con una concentración 1 pM de ANA (bajo en auxina) , los
callos han crecido mucho menos y en su organogénesis han
formado también yemas de tallo en alta proporción.2.- La existencia en nuestros cultivos de callo de una

correlación positiva entre la concentración de auxina en el
medio de cultivo y ios valores de peso fresco y peso, seco,

a la vez que una correlación negativa entre la indicada con-

centración de auxina y los valores de porcentaje de peso se-

co referidos a peso fresco, indican una baja relación vacuo-

la/citoplasma en los callos crecidos en el medio con una

concentración 1 pM de ANA, lo cual, consecuentemente, respon-

dería de las diferencias observadas en la proporción de ere-

cimiento entre los callos crecidos sobre ambos medios de cul-

tivo. Evidencia adicional para esta interpretación, la apor-

ta el hecho de que el contenido de agua en los callos creci-
dos en el medio alto en auxina, era significativamente supe-

rior que en aquellos crecidos en el medio bajo en auxina.3.- La concentración 1 pM de ANA en el medio de cultivo
ha reducido significativamente el contenido de K+ de los te-

jidos de callo crecidos sobre este medio de cultivo. Sin em-
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bargo, aunque sólo los tejidos de callo crecidos sobre el
medio bajo en auxina muestran claros síntomas de deficiencia
de K+, los tejidos de callo crecidos en el medio alto en au-

xina también deben ser considerados deficientes en K+ de

acuerdo con los datos citados por Evans y Sorger (1966).

4.- Lo indicado anteriormente y la opinión generalizada
de que en los tejidos jóvenes, el K+ es indispensable para

la obtención del turgor celular óptimo, el cual se requiere

para la extensión celular, sugieren que en los callos creci-
dos sobre el medio bajo en auxina, la reducción del conteni-
do de agua y la proporción de crecimiento pueden deberse, a

su vez, a la reducción de la toma de K+ por las células de
estos tejidos, condicionada por la concentración 1 pM de ANA
en el medio de cultivo.

5.- Los niveles de los ^(-aminoácidos libres, salvo aque-

líos de leucina e isoleucina, han incrementado considera-

blemente en los callos crecidos en el medio bajo en auxina,

probablemente en respuesta a la deficiencia de K+ más severa

ocasionada por la concentración 1 pM de ANA en el medio de
cultivo.

6.- Los niveles extremadamente altos de glutamina encon-

trados en nuestros cultivos, muy superiores a aquellos de la

planta intacta, serían debidos de acuerdo con Bergman y co-

lab. (1976) a la presencia de NH^ en el medio. Nosotros su-
gerimos que la indicada presencia de amonio en el medio, ha
contribuido además al modelo de ^-aminoácidos observado en

al inhibir la oxidación del NADH+H+ víanuestros cultivos,
la cadena de transporte de electrones vinculada a la respi-
ración aerobia.

7.- Respecto a los aminoácidos precursores iniciales de

nicotina, sorprendentemente, no se ha encontrado arginina
libre en nuestros cultivos, mientras que las concentraciones

de ácido glutámico, prolina, ornitina y ácido aspártico es-
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tán en proporción considerable en los callos crecidos sobre
ambos medios, y significativamente superiores en aquellos
crecidos sobre el medio bajo en auxina. Estos resultados su-

gieren que ambas concentraciones de auxina en el medio de

cultivo, 1 pM y 11,5 pM de ANA, si bien han determinado una

severa reducción del "pool" de arginina libre, no han afee-
tado de igual manera a los "pools" de los otros aminoácidos
precursores. Por el contrario, la concentración 1 pM de ANA,
óptima para la síntesis del alcaloide, ha estimulado signi-
ficativamente el indicado "pool" de aminoácidos.8.- Contrariamente a lo expuesto para el K+, la concen-

tración 1 pM de ANA en el medio de cultivo, óptima para la
síntesis de nicotina, ha incrementado significativamente
(más de 4 veces) la síntesis del alcaloide en los callos

crecidos sobre este medio de cultivo, en relación a aquellos
crecidos con una concentración 11,5 pM de ANA en el medio
(supra-óptima). Además, el contenido de alcaloide es muy al-
to en las yemas de tallo desarrolladas.por los callos creci-
dos. en el medio bajo en auxina y extremadamente alto en las
raíces desarrolladas por estos callos, lo cual es indicati-

vo, respectivamente, de que las yemas de tallo pueden ejer-
cer el papel de las hojas en la planta intacta, y de que en

la misma, la síntesis de nicotina está restringida a la raíz.9.- Aunque es evidente que la síntesis de nicotina ha si-
do incrementada considerablemente por la concentración 1 pM
de ANA en el medio de cultivo, los resultados indican

vez, una alta correlación entre el desarrollo de órganos y

el contenido de alcaloide en los tejidos de callo, lo que

demuestra la importancia de la diferenciación morfológica
para la diferenciación bioquímica requerida para la expre-

sión del metabolismo secundario. Nosotros sugerimos, que las
diferencias en la producción de nicotina por los tejidos de
callo con y sin organogénesis crecidos sobre un mismo medio
de cultivo, están relacionadas con las diferencias en la ca-

a la
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pacidad genética de los callos para formar órganos.

10.-La putrescina libre soluble (S) se ha acumulado sig-
nificativamente en los callos crecidos en el medio bajo en

auxina, en relación con los callos crecidos sobre el medio
alto. Por el contrario, los callos crecidos sobre el medio

bajo tienen niveles significativamente más bajos de putres-
ciña ligada soluble (LS) que aquellos de los callos crecidos
sobre el medio alto en auxina. Finalmente, los valores de

putrescina ligada insoluble (LI) y putrescina total, son si-
milares en los callos crecidos sobre ambos medios de culti-

vo.

11.- De lo expuesto se puede concluir que, independiente-
mente de la síntesis de novo de putrescina y de su posterior
transformación o degradación, el contenido total de putres-
ciña de nuestros cultivos -con diferentes grados de deficien-
cia de K+- permanece constante dentro de ciertos límites.
Se puede suponer,por ello, que la mayor acumulación de pu-

trescina libre (S) en los callos crecidos en el medio bajo
en auxina, en relación con aquellos crecidos en el medio al-

to, resulta principalmente de una mayor proporción de cambio
de la diamina ligada soluble (LS) a la forma libre (S), pro-

bablemente en respuesta a una deficiencia de K+ más severa

inducida en los primeros callos por la concentración 1 p.Vl de
ANA en el medio de cultivo. Esto estaría de acuerdo con la

opinión generalizada de que la acumulación de' putrescina en

plantas deficientes en K+ se debe a su función como catión
divalente.

12.- Así, en este trabajo se revela en los tejidos de ca-

lio crecidos sobre ambos medios de cultivo, la existencia
de una correlación positiva entre los niveles de putrescina
libre (S) y de nicotina, a la vez que una correlación nega-

tiva entre aquellos de putrescina ligada soluble (LS) y del

alcaloide, y además se prueba que la putrescina soluble de-
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pende más que la putrescina total del contenido de K+ de los
callos.

13.- Los cambios en los contenido de K+, putrescina solu-
ble y nicotina, sugieren claramente que, en tejidos de callo
de tabaco, la toma de K+, la acumulación de putrescina libre

soluble (S) y la síntesis de nicotina, son procesos relacio-
nados y dependientes de la concentración de auxina en el me-

dio de cultivo. La putrescina libre soluble (LS) acumulada

en los callos deficientes en K+, es probablemente la causa

del incremento de la síntesis de nicotina por un efecto de
acción de masa.

14.- A pesar de haberse sostenido que la descarboxilación
de arginina constituye el principal camino para la biosín-
tesis de putrescina en las plantas, los cambios en las acti-
vidades ADC y ODC, sugieren que, en las condiciones de este

experimento, ODC es el principal enzima implicado en la bio-
síntesis de putrescina y nicotina en tejido de callo de ta-
baco. Sin embargo, el hecho de que las actividades de ambas

descarboxilasas se manifestaran en nuestros cultivos de ca-

lio, indica que la síntesis de putrescina puede implicar am-

bos enzimas. Nosotros sugerimos, por ello, que en los teji-
dos vegetales la contribución relativa de ADC y ODC a la bio-
síntesis de putrescina, y consecuentemente de nicotina, de-

pende del tipo de tejido y de los procesos de crecimiento
condicionados por el medio.

15.- El análisis por PAGE-SDS de la proteina soluble de
los callos crecidos sobre ambos medios de cultivo y la de-
terminación de las actividades enzimáticas en los geles du-

plicados sin teñir, han aportado evidencia adicional al he-
cho de que, en nuestros cultivos, independientemente de la
concentración de auxina en el medio, la actividad de ODC

fuera superior a aquella de ADC, e indican una clára corre-

lación positiva entre la intensidad de las bandas con la ac-
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tividad ODC y ADC y la capacidad de los callos para la acu-

mulación de putrescina libre y nicotina.

16.- De acuerdo con nuestros resultados que indican, pa-

ra ADC y ODC, respectivamente, unos pesos moleculares aproxi-
mados de 38,9 kD y 35,5 kD, y aquellos de Yang y colab.

(1984), que establecen para ADC un peso molecular de 120 kD

y para ODC de 70 kD, en tabaco Ky-14, se podría deducir,

provisionalmente, que en tabaco Burley 21, ADC está consti-
tuida de 3 subunidades idénticas y ODC de 2.17.- En las condiciones de nuestro experimento, el enzima

arginasa ha participado activamente en los callos crecidos
sobre el medio bajo en auxina, y muy activamente en aquellos
crecidos sobre el medio alto, en la reducción del "pool"
de arginina libre, al convertir esta en ornitina, la cual
sería descarboxilada después, en elevada proporción, a pu-

trescina por la acción de ODC. Si bién, ornitina, por medio

del ciclo que lleva su nombre, puede ser metabolizada de
nuevo a arginina, en nuestro trabajo todo induce a suponer

la inhibición de este camino metabólico, debido probablemen-
te a la presencia de NH^ en el medio.18.- Los resultados experimentales de este trabajo pare-

cen probar que, en tejido de callo de tabaco,la concentra-
ción de auxina en el medio de cultivo controla la producción
de nicotina por medio de sus efectos sobre la toma de K+ por

las células del tejido. Una concentración de ANA 1 pM (ópti-
ma para la síntesis de nicotina) en el medio de cultivo, in-

hibe en mayor proporción la toma de K+ que aquella de ANA

11,5 pM (concentración supra-óptima), y consecuentemente con-

duce a una deficiencia de K+ más severa, a un incremento de

los niveles de putrescina soluble y a unos niveles más altos
de alcaloide. Todo parece sugerir que la concentración de
auxina en el medio de cultivo, en mayor proporción aquella
1 pM de ANA, asegura una elevada provisión de precursor en
el lugar de síntesis de nicotina.
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