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RESUMEN

Se ha demostrado que cuando se produce un estrés en la células vegetales, se estimula o induce la produccion
de metabolitos secundarios; para lograr estos fines se han empleado, fundamentalmente, agentes quimicos y
bioldgicos. En el presente trabajo se adiciono un homogeneizado del hongo Helminthosporium sacharii a una
suspension celular de Cat haranthus roseus (L) G Don, para observar su efecto sobre la estimulacion de la pro-
duccion de alcaloides en dicha especie vegetal. Se realizaron diversas determinaciones quimicas vy biologicas en
el momento de la inoculacion del hongo, y alos 4, 8 v 12 dias posteriores a su inoculacion. Los resultados evi-
denciaron un ligero incremento de la produccion de alcaloides por la suspension de C. roseus inoculada,obser-
viandose que la tetrahidroalstonina fue el alcaloide mayormente producido en todos los tiempos de incubacion.

SUMMARY

It has been demostrated that if an artificial stress is produced to plant cells, the production of secondary meta-
bolites can be induced or siimulated. Chemical and biological agents are used mainly for this purpose. In the
present work an homogenized culture of the fungus Helminthosporium sacharii was added to a cell suspension
of Catharanthus roseus {L) G Don, to test the possible stimulation of alkaloids production by the cells. Some
different biological and chemical analysis were done at 0, 4, 8 and 12 days after the inoculation of the fungus.
The results showed apositive effect of the fungus over the alkaloid production of the cell line of C. roseus, in
which tetrahydroalstonine (THA) was the alkaloid more significantly accumulated in all the incubation times,

INTRODUCCION

La produccion de alcaloides por suspensiones celulares de C. roseus (L) G Don esde gran
interés econdmico, en virtud del valor de algunos compuestos presentes en la planta, utiliza-
dos en el tratamiento de diversas enfermedades, especialmente la vinblastina y la vincristina,
alcaloides utilizados desde la década del 60 como antitumorales (Svoboda 1958, Noble et al.,
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1958). Es por esa razdon que diversos autores centran sus esfuerzos en la utilizacion de métodos
que conduzcan a un aumento en los rendimientos de los alcaloides presentes en los cultivos de
células vegetales de esta especie in vitro (Carew, 1965), asi como para estimular la produccion
de otros aun no detectados (Amino er al., 1984; Fanh er al., 1985).

A principios de la presente década. Wolters y Eilert (1982), realizaron los primeros traba-
jos en la estimulacion o induccion de la acumulacion de alcaloides en cultivos de células vege-
tales por sustancias fungicas. Posteriormente se utilizaron varios microorganismos y com-
puestos quimicos, con el fin de aumentar la acumulacion de alcaloides en el cultivo de células
de Papaver somniferun con buenos resultados (Eilert er al., 1985).

" El objetivo del presente trabajo fue conocer si un homogeneizado del hongo H. sacharii
adicionado a una suspension celular de C. roseus (1) G Don era capaz de provocar un estrés
enla celula, lo que conduciria a un aumento de la produccion de alcaloides, ya sea de ios que
normalmente son producidos por dicha suspension, o de otros no reportados anteriormente
para la misma.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del homogeneizado fungico

Un em® del micelio del hongo H. sacharii crecido en placas que contienen ¢l medio MS (Murashige v Skoog,
1962), pero sin la presencia de hormonas (MS-), fue inoculado en erlenmeyers con 100 ml de MS liquido incubado en
zaranda a 150 rpm, luz continua (80 lux) durante seis dias a 25 "C. El micelio en este medio fue homogeneizado
mediante sonicacion durante cuatro horas y sometido a autoclave durante 20 minutos a 121 C, lograndose asi la prepa-
racion del elicitor

Inoculacién de la suspension celular

Se utilizo una suspension celular de C, roseus (clasificada como C8) de 7 dias, subcultivada semanalmente en
medio MS. A cada 40 ml de esta suspension se le anadieron 0,25 ml de homogeneizado del hongo. Las muestras se man-
tuvieron en zaranda a 150 rpm con 80 lux de iluminacion continua y 25 °C durante el tiempo que duro la experiencia.

Determinaciones biolégicas

Se determind el porcentaje de viabilidad, el numero de células por mililitro, masa himeda, masa seca gravime-
trica, indice de¢ refraccion, conductividad y pH en el momento de inoculacion, asi como a los 4, 8 y 12 dias posteriores a
esta. Se¢ analizo también una muestra de la suspension celular tomada como referencia

Extraccion de los alcaloides

Mediante filtracion se separd la biomasa del sobrenadante, procesindose ambas partes por separado de la
siguiente forma;

- la cantidad de biomasa obtenida se sonico con MeOH durante una hora, se filtré y el MeOH fue evaporado a
sequedad con vacio: el residuo asi obtenido se extrajo con acido tartarico al 2 %. La solucion acida se “basifico™ apH 9
con hidroxido de amonio, después la solucion se extrajo con acetato de etilo en varias ocasiones, la [asc organica se seco
sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad, obteniendose el crudo de alcaloides de los mismaos.

Anilisis de los alcaloides presentes

Los crudos totales oblenidos mediante el procedimiento anterior fueron analizados por cromatografia liguida de
alta resolucion, utilizando deteccion UV a 254 nm, columna LiChrosorb RP - 18 (10 Wm) de 25 ¢m de largo por 4 mm
d.i.. eluyéndose con MeOH / agua/ TEA en relacion 72/28/0.1 con un Nujo de 0,7 mi/min
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Acupinlacion de alcaloides en Catlraranthiey rosens

RESULTADOS Y DISCUSION

Lalinea celular de C. roseus empleada en este trabajo presentaba su fase de crecimiento
acelerado a partir del tercer dia, alcanzando el maximo valor al séptimo (figura 1). En este
punto se adiciono el homogeneizado fungico, pues se ha demostrado que la produccion de los
alcaloides de interés comienza a partir de este momento y continua hasta después de la caida
brusca en el numero celular (Staba 1980, Merillon 1982).
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Después de anadir el homogeneizado fungico, los valores de masa humeda y masa seca
(figura 1), asicomo el pH del medio (figura 2) no evidenciaron diferencias significativas con las
del control; esto concuerda con lo reportado anteriormente por Eilert er al., (1984).
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FIG. 2. Variacion del pH con el tiempo en la suspension estudiada.
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El consumo de sales y azucares reductores se comporté normalmente (figura 1), dismi-
nuyendo su concentracion en el medio a medida que aumenta el crecimiento celular. En
cuanto a la viabilidad, se comenz6 el experimento con el 88 % de las células viables, alcanzan-
dose al quinto dia un valor superior al 90 %, y con posterioridad nuevamente un decremento
hasta el 75 % (figura 3), a causa,fundamentalmente, de la disminucién de la concentracidn de
nutrientes en el medio.

CV/|

100 A

70 A

I T 1 I

2 4 e 8 0 t(dias)

FIG. 3. Vanacion de la viabilidad de las células con el tiempo en la suspension estudiada.

En latabla | se reportan los rendimientos de alcaloides en las biomasas, tanto para la sus-
pension de referencia como para las inoculadas con el hongo, encontrandose dichos rendi-
mientos en correspondencia con lo reportado en la literatura por otros autores (Kurz er al.,
1980; Kutney et al., 1981) para diferentes lineas celulares de C. roseus. A partir del cuarto dia se
observe un incremento en la produccion de alcaloides, tanto en la biomasa como en el sobre-
nadante, sin embargo, ya a los 12 dias las diferencias no son tan marcadas.

Tabla i
RENDIMIENTOS DE ALCALOIDES EN LAS BIOMASAS DE LAS SUSPENSIONES CELULARES
ESTUDIADAS
Tiempo Control Inoculada
post-inocculada
peso crudo por ciento peso crudo por clento
seco alcaloide FOCO alcaloide
{dias) {mg) (mg) {mg) (mg)
o 51,9 03 (58 519 (.3 0,58
4 136.9 o8 .58 65,4 03 06l
L 1154 0.7 0,39 1085 0.7 .64
12 179.9 N 61 1509 1.0 1,66
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Enlasfiguras4,5,6y 7, se muestran los cromatogramas de las biomasas y los sobrenadan-
tes de las suspensiones tratadas con el hongo v la referencia; al momento de inocular el hongo
(figura 4), se observo muy poca presencia de alcaloides en el sobrenadante, y en la biomasa se
obsevd la presencia de yohimbina, vindolinina y tetrahidroalstonina, alcaloides comunes a las
suspensiones celulares deC. roseus (Kutney, 1981), pero estos se encontraban en muy bajas

concentraciones.
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FIG. 4. Cromatogramas de la biomasa y ¢l sobrenadante en el momento de inoculacion del hongo.
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A los 4 dias después de inoculado el hongo, se observo en el sobrenadante un aumento
marcado de la concentracion de THA con respecto al control (figura 5), lo que debe estar aso-
ciado a la permeabilidad de la pared celular, que permite la excrecion de dicho alcaloide al
medio. En el caso de la biomasa se cuadruplicé la concentracion de THA y pleiocarpamina res-
pecto a la suspension de referencia.
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FIG. 5. Cromatograma de los extractos de la biomasa y ¢l sobrenadante, tanto de la referencia como de la suspen-
sion inoculada a los cuatro dias post-inoculacion.
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En el octavo dia posterior a la inoculacion, la concentracion de THA en el sobrenadante
fue mayor que en el control, pero represento solo el 30% de la concentracion observada a los 4
dias de inoculado; esto se corresponde también con lo observado para la biomasa (figura 6),
donde la concentracion de THA disminuye respecto a la suspension de 4 dias con el hongo.
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A los 12 dias post-inoculacion, continud observindose el incremento de THA en el
sobrenadante; en el caso de la biomasa se observo también el incremento de este compuesto al
igual que la pleiocarpamina, pero en este caso represento solamente el doble con respectoa la
suspension de referencia para ambos alcaloides (figura 7). '
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FIG. 7. Cromatogramas de los extractos de la hiomasa v ¢l sobrenadante, tanto de la referencia como de lasuspen-
sion inoculada a los 12 das post-inoculacion.
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Tal y como hemos senalado, al comparar las figuras 5 - 7, la inoculacion del hongo H.
sachari provocé un incremento brusco en la produccion de THA por las células, asi como tam-
bién de pleiocarpamina. Esta produccion fue disminuyendo con el tiempo de incubacion en
presencia del hongo, llegando, de valores cuatro veces mayores que la referencia a los 4 dias, a
s0lo el doble al cabo de los 12 dias. Se observd la presencia de THA en el sobrenadante, inde-
pendientemente de los tiempos de inoculacién del hongo. Ademas, se observo la presencia de
otros alcaloides en las muestras tratadas con el hongo respecto a las de referencia, pero los mis-
mos no fueron identificados por no contarse con patrones de estos, ni con mayor cantidad del
material en estudio.

CONCLUSIONES

La presencia del homogeneizado fiingido en la suspensio n celular de C. roseus (L) G Don
provoco un ligero aumento de la produccidn de alcaloides, asi como un incremento en el con-
tenido de vindolinina, yohimbina y fundamentalmente tetrahidroalstonina en los distintos
tiempos post-inoculacio n estudiados.

La presencia del hongo H. sacharii provoco, ademas, la excrecion de otros alcaloides al
sobrenadante, algunos de ellos en cantidades minoritarias, lo que no se produce con frecuen-
cia en este tipo de cultivo.
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