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La presente invencién se relaciona con la

produccidén de sustancias quimicas mediante el cultivo

de tejldos vegetales bajo condiciones sumergldas aerea~

das en ocultivo liquido, Més partiocularmente, la presente

invencibén se relaciona con la producéién de metabo w
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litos vegetales quimicos,

Desde hace muchos afios se =abe que es posible
hacer crecer tejidos vegetales independientemente de las
plantas originarias completas, cultivande los tejidos ba=
Jo condiclones que son en general similares a las utilize
das para cultivar microorganismos en la produccién de ane
tibibdticos y similares. La téonioca ha reconocido que este
ocultivo de tejidos vegetales representa potencialmente ura
fuente de metabolitos vegetales quimicos veliosos, es de-
oir sustancias quimiocas que son producidas durante el (V)
cimiento normal de las planitss. Sin embargo, este poton--
cial ha permanecido inaprovechado a pesar de la evidente
ventaja de un ambiente de crecimiento completamente uonizo
lado que ofrece el oultivo de tejidos vegetales, en compa-
racién oon los métodos agricolas oonvencionales,

Por sjemplo, mse propuso producir valiosos meta
bolttos vegetales mediante ol ocultivo de érganos de raiz
enteros bajo condiciones serobias sumergides en un medio
nutritiv9 acuoso apropiado, en una manera estirictamente and
loga a la utilizada en la producoién de antibibtioos. Aun-
que esta téonica ha lograde un moderado éxito en el labora
torio, parece improbable que ses& susceptible de utilize—
cién comercial, principalmente debido & los problemas mecd
nicos de hacer crecer y manipular una gran mesa de material
de rafz fibroso grueso. Otra tentetiva de solucidén ha invow
luocrado hacer crecer o8lulas individuales no diferenciadas
de la planta, Puesto que alén una sola oélula de una plenta
oontiene toda la informacidén gendtioca que es caracteristioca
de la planta oomo conjunto, parece razonable esperar que el

ocultivo de oélulas vegetales individuales, bajo condioiones
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apropiadas, deberia conducir a la produccién deklos metaboli.
£o§ normalmente asociados con la planta, En efecto, se han
publicado varios informes de la deteccién de metabolitos ve-
getales normales en sisiemas de crecimiento de células nomi-
nalmente no diferenciadas dispersas, Sin embargo, ain si se
considera los informes de este trabajo primitivo por su vae
lor aparente, los niveles de ooncentracién de metabolitos
que se han iogrado, han estado netamente por debajo de los
logrados en el desarrollo normal de la planta. Por ooﬂsé:
guiente, este cultivo de océlulag no diferenciadas no Siién-
contrado aplicacién préctioca. '

Se ha comprobado ahora, de acuerdo con id ;I'om
gente invencibn, que se pudde obteﬁer cantidades Gtiles de
metabolitos vegetales mediante bultivo en suspensibi, ocarac
terizado ocomo el procedimiento de generar primordiales de
érganos de una planta yue se sabe que elabora el metabolito,
reduoiendo el nivel de acotividad de auxina en un medio nue
tritivo aerobio acuoso que tiene oélulas no diferenciadas,
en crecimiento, de racimos de oélulas de dicha planta sumer
gidos en el mismoj y oultivar los primordiales de 6rganos re
sultantes, haata que se obtiene las cantidades fitiles de me
tabolitos vegetales,

Se logra esto inooulando un medio nuiritivo acug
8o oon células no diferenciadas, en vigoroso crdocimiento, de
la planta que me sabe que elaborﬁ el metabolito, Se mantiene
en el medio el crecimiento de las células no diferenciadad,
durante un periodo de tiempo bajo condiciones merobias sumer
gidas en presencia de una gustancia que provee actividad de
auxina al medlo. Se reduce entonces el nivel de actividad de

auxina de manera que se produce rediferenciaciém de las cé-
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lulas vegetales, con la aparicién de primordiales de Srganos
vegetales y con la concomitante elaboracibén del metabolito,
Se mantiene el crecimiento de las células vegetales rediferen
ciadas en el medio durante un periodo de tiempo bajo cpndi—
ciones aerobias sumergidas de modo de prodﬁcir una compoSie
cién a la cual se denomina "masa de cosecha entera". Este cre
cimiento da por resultade la acumulacién de cantidades fiti-
les de los metabolitos & los cuales se aisla entonces y se
los recoge mediante métodos convencionales.

Un "primordial’, tal como se le utiliza en wsia
descripcidén, se define ocomo un Srgano rudimentario que ss
identifiocable oomo conteniendo elementos estructurales mi-
oroscbpicos andlogos & los que se observan en &l correIpon-
diente &rgano del embrién de planta normﬁl en alguna e*apa de
su desarrollo. Por lo tanto, puede haber primordiales de-raiz
que son reconocibles como similares a tejido de raiz embrio-
nario; primordiales cotilendonarios, similares a las etapas
embrionarias del desarrollo cotilendonarios y primordiales
de tallos y plimulas, también anélogos a las partes del em=
brién normal en alguna etapa de su desarrollo, Bajo ciertas
circunstancias, pueden aparecer primordiales més complejos,
que contienen elementos de mis de un compénente embrionario,
¥ en efecto, bajo ciertas circunstancias, pueden apareocer
estructuras embrioidales enteras, a las cuales se considera
entonces que son los primordiales de la planta entera.

Para el prooedimiento de la presente invencién -
o8 esencial hacer crecer mis todavia las oélulas no diferen-
ciadas o racimos de células bajo condiciones favorables para
la rediferenciacién y el desarrollo de los primordiales. Por

ejemplo, 86 ha comprobado gue en aquellos casos en loa cus
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les no se produjo diferenciaoién de las células, o oe vié
impedide de producirse, no hay formacién de motabolitos -
quinicos normnles, Bntos resultados ocontrudicen algwion de
los trabajos publicados sobre cultives de oélulas individua
les y, por el contrario, los experimentos de la prosente in
venoién prestan apoyo a la teoris de que el pequefio grado de
formacién de metabolitos quimicos que se observa en sistemas
de o6lulas nominalmente no diferenciadas, por los trabujadow
reg anteriores, se debe probablemente a la presencia, 2uaque
no reoonocida, de centros diferenciados en los racimos de
oélulas del sistema. Sea como sez, se utillza condiciounes de
crecimiento que dan por resultado un grado sustancial de for
macién de primordiales, mientras que la técnica antoricr ha
elegido condiciones de crecimiento que son favorables para
el mantenimiento de células no diferenciadas, es decirbque
evitaban deliveradamente la formacién de primordiales.

Como ejemplos de los itipos de metabolitos vege-
tales quimicos, que se pueden obtener mediasnte los principios
de la presente invencifén, se puede mencionars alcaloides, ta
les como eatrionina y brucina a pﬁrtir de especies Sirychnos
los aloaloides de rauwolfia a p;rtir de las especies de Rau-
wolfis 6 Alstonia; vinblastina a partir de la especie Catha~-
ranthus (anteriormente la asbeoie Vinoa); alcaloides de atro
pa de miembros de la familia Solanaceae; gomas, & partir de

lag especies Bota vulgaris y Malva; colorantes de las especies

Indigéfera, Rhus, Beta y Lawsonias aceites esenciales a par-

tir de las especies Mentha, Lavandula 'y Rosas plaguicidas a

partir de las especies Chrysanthemun, Derris y Lonchocarpuss

rosinas a partir de las especies Pinus y Juniperusgs caucho

& partir de las eapecies Parthenium argentatum, Heva, Ficus
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y Taraxsoumj agentes aromatirantes a partir de lan onpeocles
Sansafrai, Smilex y Betulas y gliocbsidos cardiacos a partir

de Convaleria, Digitalis, etc. En los libros de texto normales

gse puede encontrar una extense enumeracién de metabolitos ve-
getales fitiles. Sin embargo, la naturaleza de los metabolitos
vegetales quimicos obtenibles mediante la presente invencidn
no puede definirse en términos de géneros o fanilias de;piah-
tas especificos, y aln menos en funcién de los produoto;'vgg
daderos, puesto que la presente invencibn es de aplicacibn
general al segmento completo formador de semilla del ieiﬁb
vegetal, o sea al filo Spermatophyta que consiste en rRproxi-
madamente 300,000 especiea.

Para poner en préctiva el procedimiento dé oreci
miento sumergido de la presente invencién, se emplea un me-
dio acuoso que contiene una o mis fuentes de carbono metabo-
lizable tal como carbohidratos o derivados de Acido graso, ¥y
wna fuente asimilable de nitrégeno tal como el ién dé nitra-
to, i6n de amonio, glicina o urea. Los requisitos de los di-
versos tipos de tejidos vegetales varian un poco en sus de-
talles. Sin embargo, como fuente de carbono preferida se pus
de utilizar materiales tales como glucosa, sacarosa, jarabe
de maiz, almidén, dextrosa y otros materiales de esta natu-
raleza. Ademds, el medio nutritivo contiene sales minerales,
incluyendo fosfates, cloruros, sulfatos, y metales que inclu
yen sodio, potasio, ocalcio, magnesio y aquellos elementos qé
cesarios en cantidades vestigiales, Los metales vestigiales
estén normalmente presentes como impurezas en todos menos
los compuestos inorgénicos m4s altamente purificados., Se -
los puede agregar si en los medios se emplea sustancias qui

micas purificadas. E1l requisito mineral &éptimo del ocultivo
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partiocular utilizado puede determinarse mediante experimen-
taocién rutinaria., 4 menudo son’baatante apropisadas las mege
clas de sales metdlicas, tales como las utilizadas en medios
para fermentaciones de moho., Otro componente ds los medios
bésicos, ademés de la fuente de carbono, fuente de nitrégeno
y sales minerales, son las vitaminas. En géneral, pueden BeT
necesarias por lo menos una o mids de las vitaminas comunes
para crecimiento Sptimo del tejido vegetal mediante el pro-
coedimiento de la presente invencién. Incluyen tismina, ribo
flavina, 4cido pantoténico y niacina., Una mezcla de los mis—
mos asegurard un crecimiento satisfactorio. Es particular-
mente Gtil una fuente de vitamina oruda tal como extracto de
levadura, Como en el caso de las sales minerales, el requi~
sito de vitamina del tejido particular que se utiliza podré
determinarse con relativa facilidad. En general, para ¢l oul
tivo de los tejidos vegetales se utiliza una solucids de car-
bohidrate, fortificada con sustancias minerales y vitaminas,
Gamas apropiadas de sustancias nutritivas, en miliequivalen-
tes por litro; son potasio 2 a 203 amonio 5 a 503 magnesio
0,2 a 23 calcio 0,5 a 5; fésforo 0,25 a 2,53 y nitrato O a
50. Se utiliza convenientemente los carbohidratos a razén de
5 a 50 g/1t y de preferenoia 10 a 30 g/lt. Cuando se utiliza
una sustancia que posee actividad de auxina, para activar el
crecimiento apropiado de un material vegetal no diferenciado,
se la deberd emplear en une conoentracién muy diluida en me-
dios ya sea sélidos o liquidos. Es apropiado un nivel de -
1x10%a 0,5 x 1071 y de preferencia aproximadamente - -
5 x 16"6 molar, aunque se puede emplear concentraciones un
poco més elevadas o més bajas,

Bl término “suxina", tal como se le utiliza aqui,



5e

10,

15.

20,

25.

30,

es8 un término general para las fitohormonas que aotivan el
ocreoimiento de lus planims o los oonsatituyentes reguladorea
del orecimiento de las mismas, Las auxinas naturales, es de-
ocir lis sustancias que manifiestan actividad reguladora del
crecimiento y que se presentan en plantas enteras vivas, se
coﬁsidera por lo general que son ya sea 4cido 3-indolacédtico
o ciertos derivados del mismo tales como sus ésteres, glicl-
sidos, etc, lLas sustancias con actividad de auxina inciuyen
las auxinas naturales como asi también compuestos quimizns
de origen sintético que poseen actividad fitohormonal active~
dora dl orecimiento. A veces se hace referencia & las sustan-
cias con actividad de auxina como estimulantes del créoimiqg
to celular de tipo embrionario, las sustiancias tipicas con
activided de auxina, utilizables en la presente invencién,
son ya conocidas y coro ejemplo se puede mencionar Scido
3-indola§ético, 4cido l}-indolbutirico, &cido 1-naftalenaocé-
tico, dcido p-clorofenoxiacético, Acido 2,4~diclorofenoxis
oético, acido 2,4,5~triclorofenoxiacético, y similares. Se
oconocen también en la téonica los compuestos “anti-auxina®,
es decir compuestos que pueden inhibir o neutralizar la ac-
tividad fitohormonal de las sustancias con actividad de au-
xine. Anti-auxinas tf{picas, conocidas en la técnica, son por
ejemplo 4cido 1-naftoxiacético, &cido cinémico, &doido trépi-
co, Acido 243,5-triiodobenzoico y Acido 2,4,6-triclorofeno-
xiacético.

En la literaturs han sido descritos dlversos =
medios nutritivos para el ocultivo de células vegetales no
diferenciadas. Por ejemplo, una adaptacién de uno de los me-
dios de la literatura, de P,R. White, consiste en los siguien

tes ingredientes:
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Componente - Conoent;:oién
Nitrato de calcio 200
Sulfato de magnesio 360
Nitrato de potasio 80
Cloruro de potasio - 65
Sulfato de sodié 200
Foefato monosbddico 16,5
Sulfato ferroso 2,5
Toduro de potasio 0,75
Sulfato manganoso 4,50
Sulfato de cine 1,50
Acido bérico 1,50
Tianina 0,1
Piridoxina 0,1
Acido nicotinico 0,5
Glicina 3,0
Sacarosz 20,000
Acido naftalenacétioco Segin sea necesario

También es itil el medio nutritivo basal oconocido de

Heller, que contiene:

Componente Concen;iacibn
I,

Cloruro de potasio 750
Nitrato de sodio 600
Heptahidrato de sulfato de magnesio 250
Hidrato de fosfato monosbdico 125
Dihidrato de oloruro de calcio 15
Sacarosa 20,000,0

més microsustanciss nutritivas segin se indica a continuacidn:

Cloruro férrico 1,0
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BRIV B
Sulfato de cino ’ 1,0
Acido bérico 1,0
Sulfato manganoso : 0,1
Sulfato cliprioco 0,03
Clorure de aluminio 0,03
Cloruro de niquel , 0,03
JToduro de potasio 0,01.
Molibdate de sodio ‘ 0,03

A estos medios, oomo asitambién diversos otroé
igualmente tabulados en la literatura, se los suplementa ocon
compuestos de activided de auxina o antiauxinas y/o citoqui~
nenos, de acuerdo con lo necesario, para lograr finalidades
particulares. Sin embargo, en términos generales, el medio
bdsico particular utilizado no es de gran importancia,’sir—
viendo solamente para llevar al éptimo los resultados as ~
crecimiento con un material vegetal particular. Se ha compro
bado que el medio de Linsmajer y Skoog (ver Ejemplo 29) o el
de Gamboxy (ver Ejemplo 10) son apropiados oomo punto de par-
tida desde el cual se puede desarrollar medios éptimos para
materialeé vegetales de toda espeéie.

Para poner en prédctica la presente invencidn, es
necesario desarrollar primeramente un oultivo de células no -
diferenciadag, en vigoroso crecimiento, de la especie desea~
da y el estado de la téocnica de los cultivos de tejidos vege-
tales ha avanzado ahora hasta el punto de que se puede llevar
eato a cabo a voluntad med;ante simple experimentacién. Por
ejemplo, se puede obtener un cultivo de células individuales
de Catharanthus roseus, inoculando segmentos de tallos vivos

libres de gérmenes de Catharanthus roseusg sobre la superfi-

cie de una placa inclinada de agar constituida por un medio
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"~ nutritivo que contiene una sustancia con actividad de auxina,

Ventajosamente se agrega un citoquineno tal como quinetina

o zeatina como factor auxiliar de divisién celular, El medio
nutritivo contiene los elementos minerales principales y ves—
tigiales comunes, una fuente asimilable de oarbono y de ni-
trégeno tal como 1ién de amonio‘o nitrato, y de preferencia
wna o més vitaminas de la familia B, Después de algunos dias
a semanas de incubacibén entre 15 y 35%C, se observa que schre
ol segmento de inooulum original se ha formado tejido "callo-
80" que consiste en un racimo de nuevo créoimiento celulat
no organizado, Se extirpa este nuevo orecimiento y se le irans
fiere agbpticamente a una nueva placa inclinada de agar o de
preferencia a un medio liquido que tiene la misma composioién
(omitiendo el agar) y se incuba sobre un sacudidor, -también
entre 15 y 350C, Se produce nueve crecimiento y subdiviazién,
y se llevan a ocabo transferencias adicionales del matarial

celular hacia nuevo medio, obeervando particulares precaucio

- nes para transferir de preferencia cualgquier aglomerado més

pequefio que se haya desarrollado en la etapa de incubacion
precedente, Después de varias transferencias de esta clase
& nuevo medio, se comprueba que se pro@uce la transformacién
del material a un modo més disperso de orecimiento y, en -
ofecto, mediante una atencidn apropiada a los detalles, se~
gin serd evidente para los entendidos en esta materia, es
posible llegar a un sistema que consiste sustancialmente
por entero en pequefios racimos de ocblulas no diferenciadas
o de ocblulaes individuales no diferenciadas dispersadas en el
medio liquido. Este es el estade ideal para el mantenimiento
del olono originario. Cualquier seleccién o mutaci6én del or

ganismo de la planta puede llevarse ahora & cabo con este ~
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naterial exactamente en la misme manera pn que se han lleva-

do & cabo operaciones de asta clase con mioroorganismos. Por
consiguiente, la selecoién de nuevas lineas de células (ce=
pas de células) a partir de una poblacién de esta clase, ya
sea oon o min procedimientos de mutacidn asociados, puede
llevarse a cabo en base a la morfologia de las océlulas, for-
maoibn de pigmento (o falta del mismo), régimen de crecimien-
to, capacidad para orecer sobre un medio elegido, o eﬁ*geae—
ral en base a cualquiera de los factores que han sido utili~
zados olasicamente para la seleccién de cultivos microtiancs
industriales. Sin embargo, es especialmente deseable la seleg
cién que se basa en la capacldad de producir una mayor canti
dad del metabolito deseado en la etapa diferenciada produocti-
vay, ¥y se lleva a cabo esta selecoibn mediante ensayo, 7
También se llega por experimentacién al medio y
otras condiciones de crecimiento que son necesarios para ha-
cor que las oélulas vegetales individuales no diferenciadas
o racimos de océlulas se rediferencien hasta el punio de for-
mar primordiales y por lo tanto entrar en la fase quimica de
la produccién de metabolitos. Se puede llevar a cabo la fase
de rediferenciacién del crecimiento sobre medios sbélidos, o
en brei semisblido, o en medios liquidos, aunque se prefiere
estos (ltimos medios. De preferencia se hace crecer las oé-
lulas no diferenciadas y los racimos, & los cuales se puede
designar como "pre-embriones® en un sistema liquido aereado
sumergido exaotamente en la misma manera que si fueran mi-
oroorganismos que, en un cierto sentido, lo son como células
libres, Para cultivo aerobio sumergido, no se solidifica el
medio con un agente gelificante, aungue pueden resultar Gti-

les bajas concentraciones de espesadores tales como agar o
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metil celulosa pars modificar la visooaidadlj por io tanto
el estado de corte en el sistema agitade. Por lo demds, el
gedio de crecimiento también contiene los iones elementales
usuales minerales principales y vestigiales, oarbén dispo-
nible, nitrégeno disponible, fuentes de azufre y fésforo, y
una o mds vitaminas B. En términos generales, se lleva a ca-
bo la transicién, desde el estado de oélulas no diferenciadas
al estado productor de metabolitos rediferenciados o quimi-~
cos, disminuyendo el nivel de actividad de auxina del medio
de crecimiento, Se puede lograr este menor nivel de activie
dad de auxina mediante la transferencia dé las células 1no -
diferenciadas a un medio que tiene un menor nivel de activi-
dad de auxina, o mediante dilucidn del medio de la etagz de
crecimiento no diferenciado con un nuevo medio que no ventis
ne actividad de auxina, o agregando un compuasto antiauxina al
medio de la etapa de crecimiento no diferenciado después de
haberse logrado un nivel satisfactorio de orecimiento no di-
ferenciado. En el caso en que la sustancia de actividad de
auxina es metabblicamente inestable, como por ejemplo el -
&oido 3~indolacético, se puede dejar simplemente que el ni-
vel de actividad de auxina disminuya en forma natural, me~
diante la prolongacién del tiempo de inoudbacién, s dificil
o imposible especificar un nivel azbasoluto de actividad de -
auxina al cual se debe mantener el crecimiento no diferencig
do, puesto que este nivel es diferente para diferentes com-
puestos con motividad de auxina y ea también diferente para
¢élulas de diferentes espscies de plantas. Esta interdepen-
dencis de sspecies y de nivel de actividad de auxina, para
el mantenimiento del crecimiento no diferenciado, es proba-

blemente una consecuencia de -diferente sensibilidad de las



5.

10.

15.

25.

30.

%2016

diferentes especies a los compuestos particulares con activi-

dad de auxina y puede depender tamhién del nivel de. la auxina
endégenemente producida que también varia de una especie a la
otra, Por lo tanto, el nivel b6ptimo para una determinada eus-
tancia con actividad de auxina, para mantener células de oree
cimiento no diferenciaéo de una determinada especie de planta,
so determina mediante experimento. Mediante egta experiventgo.
ci6n, utilizando la sustancia de actividad de auxina més po-
pular, el focido 2y4~diclorofenoxiacético, se ha comprobado -
que es suficiente aproximadamente 2 a 20 X 10=6 mol/1t el
oompuesto con actividad de auxina para mantener el orecimien
to de oélulas no diferenciadas para muchas especies de matew
rial vegetal., Con un nivel demasiado elevado de sustancia con
actividad de auxina, aparecen signos de toxioidad tales como
creoimiento pobre o incluso muerte de células. A niveles de-
masiado bajos del compuesto ocon actividad de auxina, no se
mantiene el modo deseado de orecimiento no diferenciade. A
los compuestos con actividad de auxina, mds intensamente ao-
tivos, tales oomo el dcido 2,4,5-triclorofenoxiacético, se
loa debe utilizar a niveles més bajos de los mencionados més
arriba para el 4cido 2,4~diclorofenoxiacético, A la inversa,
a las sustancias con actividad dé suxina menos activas, tales
como el 4dcido l-naftalenacético, se las debe utilizar a nive=-
les uﬁ poco mAe alevados que los mencionados para el Acido -~
2,4~diclorofenoxiacético,

Naturalmente, cuando se desea producir rediferen-

oiacién de un determinado material vegetal, reduciendo el nie

vol de aotividad de auxina, serd conveniente que el nivel del

compuesto con actividad de auxina, en 6l medio de la etapa no

diferenciada, no sea considerablemente mayor que el necesario
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para mantener justamenhe el crecimiento on lz forma n§ dife
renciada, Por lo tanto se requiere solamente una diluoidn mg
nima, con medio libre de auxina, pars disminuir el nivel de
actividad de auxina al que permite que se produzoa la redife
renciacién. En términos generales; serd necesaris una dilucién
de por lo menos dos veces con un nueve medio libre de auxina,
pare disminuir la aotividad de auxina desde ¢l nivel de oro-
cimiento no diferenciado &l nivel que permite la redifsrensia
oién, Los grados més altos de diluociém permitirén el usc de
niveles més altos pero menos oriticos de actividad de auxina
en la etapa no diferenciada. Naturalmente, cuando se suprime
la actividad de suxina mediante el lavado de las células no
diferenciadas, no se requerird aumento en el volumen final,
Esto también es verdad (es decir, no se requiere aumenisc de
volumen), cuando se emplea adicién de upa antiauxina para
reducir el nivel eficaz de la actividad de auxina.
Tipicamente, para la induccién de crecimiento
diferenoiado, se inocula el medio apropiado (menor actividad
de auxina) con 5 a 50% de su volumen de la etapa de ocrecimion
to (no diferenciado) dispersa que se obtiene.de acuerdo con
lo descrito més arriba para Catharanthus roseus, y se incu-
ba entonces en un recipiente sacudido, girado o agitado, en-
tre 15 y 358C, y de preferencia entre 20 a 30¢C, hasta que

tiene luger en la medida deseada sl orecimiento diferenciado

organizado. Bajo estas condiciones, el orecimiento organiza~

do afecta la forma de pequefias perlas, que tienen por lo ge-
neral 0,5 & 4 mm en su dimensién més grande, que muestran -
una estructura mioroscépica o alin maoroscédpica que correspon
de & wna estructura que se observa en uno o més 6rganos de

ls planta intacta.
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Cuando se ha logrado un nivel satisfaotorio de
crecimiento en la etape de orecimiento diferenciado, os de-
oir cuando han sido formadas cantidades sustanciales dsl me-
tabolito deseado, por lo general después de 3 dias a 3 sema~
nas, se cosecha la lechada de primordiales vegetules, y nor-
malmente se trata entonces para recuperar el producto metaboli
to deseado, De acuerdo con la naturaleza del productomsiabui-
lito, se puede llevar esto a cabo mediante extraccién en sul-
vente o mediante una breve coocién seguida por filtraciin pa
ra separar los sélidos vegetalesusados, y precipitar ogpeci-
ficamente el producto deseado, o separfndolo por métedos de
adsorcién o de intercambio de iones, El método de aislacién
seguird por lo general cualquier procedimiento que so witili-

ce para la aislaciédn del metabolito determinado con respecto

-al material vegetal entero, y de ninguna manera la presente

invencién reside en el método especifico de aislacién que se
utilice.

En algunos casos puede resultar innecesario ais-
lar el producto metabolito deseado con respecto & la masa de
los primordiales vegetales. En efecto, esta masa misma puede
ser el producto deseado; por ejemplo, se puede aplicar el -
procedimiento de la presente invenciétn a la cepa de maiz de
alto contenido de lisina para obtener como resultado la con-
versidn neta de sacarosa e ién de amonio o de nitrato, que son
econdmicos, & proteina de alta calidad. ‘

Se describiré més en detalle la presente invencidn
oon referencia a los siguientesejemplos especificos, en los
cuales todas las partes y porcentajes son en peso a menos -
que se indique lo contrario,

EJEMPLO 1
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Induccién del crecimiento calloso de Beta vulgaris
sobre un material vaegetal normel y mantenimionto
sobre un medlo solidifioado

Se bace germinar semillas de remolacha roja oo~
min, Beta vulgaris variedad Detroit Seleot Globe, sobre pa-
pel de filtro himedo y, cuando han emergido por completo, se
esteriliza las plantas jévenes, asi germinadas, mediante ine
mersién en una solucién de hipoclorito de sodio al 19 duiin-
te 5 min. (Despuds de este punto, todas las operaciones cus
involuoran tejido vivo se llevan a cabo bajo condiciones de
rigurose ssepsia). Se transfiere estas plantas jévenec zo-
bre un circulo de papel de filtro ésteril- himedo y se las cor
ta en las partes componentes de segmentos radicales, los seg
mentos de hipocotilo y segmentos de cotileddn, y se truusfie
re cada uno de estos segmentos a platillos de petri separa-

dos de 10,2 om que contienen 30 ml, cade uno, del sisuiente

medio,
Medio MS
Componente . Concentracibn
me/1d
[ Nitrato de potesio 950
Nitrato de amonio ' 720
Los iones de
minerales prin Heptahidrato de sul ato
oipales y fuen de magnesio 185
tes de nitrégeno 4
Dihidrato de ¢loruro de
caloio 220
! Posfato de potasio 68
rHeptahidrato de sulfato
ferroso 30
Elementos Hidrato de sulfato manganoso 7
vestigiales ™
Heptahidrato ds sulfato de
cinc 4
Acido bérico, anhidro 2
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Molibdato de amonio 0,1
Elementon Joduro de potugio 0,4
vestigiales
Pentahidrato de sulfato
ctiprico 0,12
54 Fuente de carbono — Sacarosa 20,000
Agente {
solidificante <L Agar 10,000
/ Biotina 0.1
Cloruro de colina 1
Inositol 1.0C0
10.
Vitaminas 'ﬁ Acido nicotinico 1
Acido pantoténico 1
Piridoxina 1
Riboflavina 1
Tiamina T
"~
15 Compuesto con :
actividad de Acldo 2,4~diclorofenoxie—
auxins cético 6
Citoquinina — Quinetina 0,06
Agua destilada, ¢.s.P. 1 1t
20, Se esteriliza el medio mediante tratamiento en
autoclave durante 20 min, a una presién de vapor de 1,05 =
kg/oma. Se incuba las placas inoculadas a 259C en luz amor-
tiguada y, deapués de tres semanas, se puede obgervar terro-
nes de tejido calloso sobre los extremos de varias de las -
25. riezas de inoculum originales. Se contamina unas pocas pla-
oas con hongos o sobrecrecimiento bacteriano y se las descar-
ta. El callo que aparece sobre las placas no contaminadas es
transferido a frascos de 100 ml que continen cada uno 30 ml
del mismo medio de sgar y se continda la incubacién durante
30,

5 semanas més bajo las mismas condiociones, Después de este
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tiempo se produjo sufiocjente orooimienté para quo resul tara
posible el suboultivo en otros varios frascos,

EJEMPIQ 2
Inducoién de orecimiento no organizedo en un medio liguido

¥ seleccibén de subolonos que tienen las propiedades deseadas
de orecimiento

Desde cada uno de los varios frascos de ager sub-
cultivado del Ejemplo 1, se transfiere un terrfn de un ¢iémz
tro de aproximadamente 8 mm, de tejido calloso de coloyr tas-
tafio oscuro, a un frasco de Erienmeyer de 250 ml que ccriiene
60 ml., de un medio que posee ld ocomposicibn indicada m&s erri
ba, pero omitiendo el agar. A estos frascos, que contienen
ahora el medio liquido inoculado, se los dispone sobre un
sacudidor rotativo que trabaja a razén de 120 r.p.m. con un
oirculo de sacudimiento de 25 mm y se incuba con sacudimiento
continuo en luz difusa durante 4 semanas a 259C. Al término
de este tiempo, se observa diferentes resultados en ius va~-
rios frascos, lo cual refleja en cierto grado la seleccibn
inadvertida de tipos de c#lulas durante las etapas previas.
Se puede observar que algunos frascos contienen solamente -
un terrén grande de callo, alzgunos contienen el terrén ori-
ginario més algunos fragmentos méds pequefios aparentemen te
idénticos que representan sectores que han crecido a partir
del original y que se desprendieron durante la incubacién, y
algunos frascos contienen fragmentos desprendidos por rotura
que son ellos mismos de diverso aspecto, representando prow
bablemente una segregacién adioional de tipos de células.

Se elige aquellos frascos gque contienen fragmen-
tos mds pequefios y aquellos que contienen fragmentos de dife-
rentes aspectos con respecto a los terrones oxginarios, para

su cultivo adicional y, después de 6 deo estas etapas de se-
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lsccidn adicional, transferencia e incubacibn, se obtiene

una linea de célules que poseen las propiedades deseadas de
orecimiento rdpido en frastos sacudidos y crecimiento bajo
la forme de células individuales y pequefios aglomerados com
5 prletamente no pigmentados, que tienen un didmetro menor de
0,5 mm, Estos aglomerados no muestran estructura fina bajo
el microscopio fuera de iaé océlulas componentes, El régimen
de crecimiento es tal que, desde menos de 1% en volumeu de
oélules en el inoculum, el volumen de células después de¢ dos
10, semanas de inocubacién sobre el sacudidor rotativo es 207 del
volumen liquido total, Estas propiedades permanscen estables

al realizar la transferencia en masa en el mismo medio,

EJEMPLO 3
Reinduccién de crecimiento diferenciado como primordizles
15. vegetales en cultivo liquido mereado sumergide

Se deja sedimentar el contenido de uno de los frag
cos de material celular de Beta vulgaris no organizado y no
pigmentado, disperso, segin se le obtiene de aguerdo con el
Ejemplo 2, y se sopara por decantacién y se descarts el 1li-

20, quido claro sobrenadante., Se lava dos veces las células y ra
cimos de oélulas sedimentados, agregando cada vez 60 ml de
medio liquido libre de auxina (el medio del Ejemplo 1, omi-
tiendo el 4oido 2,4~diclorofencxiacético y también el agar)
y decantando ol liguido libre despuds de dejar que se sediw

25, mente ol material celular. Se utiliza entoncea las células,.
asi lavadas, en partes iguales para inocular diez frascos
de Erlenmeyer de 250 ml, ocada unc de los cuales contiene 60
ml del medio liquido libre de auxina, y se incuba estos fras
cos sobre el sacudidor rotative, de acuerdo conm lo descrito

30. mis arriba, durante tres semanas a 25%C, Durante este perio-
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do de inoubmoidn, las obélulns y racimos de cédlulas del inc-
oulum se multiplican intensamente, y hacia el iérmino de es
te periédo me produce rediferenciacién, de modo de obtener
una lechada de particulas de color anaranjado y rojo brillan
tes que, bajo un microsocopio de bajo poder, se puede ver que
congisten oasi enteramente en diminutos primordiales de raisz,
cada uno de los cuales contiens abundantemente el pigmenuiv
normal del oultivo originario de Beta vulgaris utilizado.

EJEMPLO 4

Aislacidén del pigmento

Se filtra la lechada de primordiales de raices
provenientes de 10 frascos del sjemplo precedente, en cuyo
punto se puede observar gque la totalidad del pigmentc sc en
cuentra en la fraccién celular y neda en el filirado. al -~
cual se descarta. Con la masa celular se vuelve a formar una
lechada en 500 ml de agua y se hace hervir la mezcla, lo cual
da por resultado que el pigmento es desprendido haciad liqui
do, La filtracién da por resultado células agotades, a las
cuales se desocarta, y un filtrado de color rojo brillante al
cual se trata adicionalmente haciéndolo pasar lentamente a
{través de una columna de resina intercambiadora de cationes
Dowex BOXéﬁ)de 2,54 x 15,2 om que retiene esencialmente la
totalidad del pigmento bajo le forma de una banda roja bri-
llante de 5,08 om cerca de la parte superior de la ocolumna,
La elucién del pigmento desde la columna se lleva a cabo me-
diante el uso de una solucién al 1% de bicarbonato de sodio
y se aisla el pigmento con respscto 2 la misma mediante aci-
dificacién hasta pH 5, secado por congelapidn de la solucién,
y oxtraccién del pigmento betanidina libre con respecto al

producto secado por congelacién, mediante metancl. la betani
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dina es util como colorante vegetal para fines de colora~
cibdn de alimentos.
BJEMPLO

Crecimiento a mayor escala de primordiales de
Beta wvulgaris

En la manera desoritg en el Ejemplo 2 se prepa
ra inoculum lavado y se emplea un frasco del mismo para -
inocular una etapa intermedia que consiste en 500 ml del
medio 1fquido del Ejemplo 3 contenido en una botella de vi-
drio de borosilicato de 1 1lt, Después de sacudir duranfe 8
dfas a 120 r.p.m. & 259C, se emplea los contenidos totdién
de ests botella para inocular 10 1t del mismo medio, crnie-
nido en una damajuana de vidrio de borosilicato de 2U it y
se incuba entonces utilizando un agitador magnético psra la
agitacién y haciendo entrar aire estéril a razén de ¥ 1t/min,
& través de una regadera sumergida, El producto es una lecha
da roja de primordiales de rafz que es completamente andloga
a la obtenida en lps frascos de laboratorio con sacudidor.

EJEMPIO 6

Derivacién de cultivos de células no diferenciadas de Digie
talis purpurea mediante cultivo de anters

De una plante de Digitalis purpurea orecida en

. @1 campo se retira un botén de flor no abierta y se esteri-

liza superficialmente mediante una breve inmersiém en una -
solucién de hipoclorito de sodio al 1%. Bajo condiciones —
asbpticas, se diseota el botdén y se transfiere las anteras

a la superficie de agar de un platillo de petri que contiene
15 ml del medio MS solidificado desorito en el Ejemplo 1. Des
pués de 18 dfas de incubacién a 2682C, se puede obeervar el
orecimiento de varios pequefios terrones callosos de las explan

tas de antera. Después de otros 20 dias, se produjo un oreci-
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miento adicional intenso de loas terrones de oallos no dife~
renciados. Se separa los racimos de callos y se los transfig
Te & nuevos platillos de agar del mismo medio y se alimenta
con este medio por transferencia cada 14 dias,

EJEMPIO 7

Crecimiento de células no diferenciadas deo Digitalis purpurea
como cultivo disperso en frascos con sacudidor

Se utiliza racimos de callos de un didmetro de
aproximadamente 8 mm de una placa de agar del Ejemplo 6 como
inoculum para cada uno de 5 frascos de Erlenmeyer que contie-

nen 25 ml del medio estéril liquido que posee la siguiente

composicibn,.
Medio MMS
Componente Concentracién
mg/lt
Nitraeto de potasio ' 950

Heoptahidrato de sulfato de magnesio 185
Dihidrato de cloruro de calcio 220
Fosfato monopotésico 68

Ademés, los elementos vestigizles tales como
sacarosa, vitaminas, oompuésto coﬁ actividad de auxina, y ci~
toquimeno del medio MS.

Después de 18 dfas de incubaciébn, los frascos -
muestran que se combinaron los mejorss y més dispersos creci-
mientos, y se deja sedimentar el material celular, se separa
el liquido claro sobrenadante vertiéndolo, y se lava la masa
celular oon 50 ml de nuevo medio MMSR libre .de auxina que tie
ne la siguiente composicibn,

Medio MMSR

Componente Concontracibn
mer/1t

Nitrato de potasio 950



5.

10,

15.

20,

25,

30,

-402916€

Heptahidrato de sulfato de magmesio 185
Dihidrato de cloruro de calcio 220
Fosfato monopotésico 68.
Heptahidrato de sulfato ferroso 30
Hidrato de sulfato manganoso 7
Heptahidrato de sulfato de cinc 4
Aoido bérico 2
Molibdato de amonio 0,1
Iodurc de potasio - 0,4
Pentahidrato de sulfato olprico 0,12
Sacarosa 20,020
Biotina 0,1
Cloruro de colina 1,0
Inonitol (meso) 1.000
Aoido nicotinico 1,0
Acido pantoténico 1,0
Piridoxina 1,0
Riboflavina 1,0
Tiemina 1,0
Quinetina 0,06

Durante 5 min. se sacude la suspensibn de célu-
las recustituidas y se deja nuevamente sedimentar, se separa
el sobrenadante claro vertiéndolo y se le descarta., Se lava
una vez més la masa celular en la misma manera con el medio
MMSR. |

EJEMPLO 8

Crecimiento de células de Digitalis purpurea bajo condiciones
de rediferenciacién

Se utiliza la masa celular lavada, del ejomplo
precedente, para inocular 20 frascos (frascos de Erlenmeyer de

250 ml) cada uno de los cuales oontiene 25 ml del medio MMSR,
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Se inouba estos frascos sobre el suoudidor rotativo bajo lus

amortiguads & 280C durante 10 dfas, en cuyo momento se puede

ver que cada frasco contiene una multitud de pequefias parti-

culas, consistiendo cada particu}a en una pequeila masa callo
54 s8& con una o varias raices primordiales irradiantes.

EJEMPLO 9

Deteccibn de glicdsidos esteroidales en primordiales de rajiw
ces_oultivados de Digitalis purpurea

Se reune los contenidos de los frascos de suspen-
s8ién de primordiales de raices de Digitalis purpurea del prew
10. coedente ejemplo, y se los filtra por gravedad a través de un
filtro de papel ondulado, Durante la noche se seca a 5C9C la
masa de sé6lidos recogida, obteniéndose 14 g de sélide seco,
Se somete a reflujo 100 mg de este producto con 3 ml de eta-
nol acuoso al 70% durante 1 h y se separa por centrifugacién
15, el extracto etanélico, Se evapora el extracto etanblico en
una corrionte de nitrégeno hasta un volumen de 0,9 mi, y se
extrae dos veces en cloroformo este residuo acuoso. Se salpi
ca ol extracto cloroférmico completo sobre una placa croma-
togréfica de capa delgada de 4cido silicico y se revela el
20, . cromatograma con une mezcla solvente que consisfe en 50 pan-
tes de ciclohexano, 50 partes de acetona, y 2 partes de dci-
do acético glacial., Después de la revelacién, se seca la pla-
ca de oapa delgada y se la rocia con una solucién saturada de
vainillina en fcido fosférico acuoso al 50k, Se calienta la
25. placa, asi rociada, en un horno- de aire ocaliente a 1209C du-
rante 15 min., en cuyo momento se puede ver puntos de color
gris agulado oscuro & Rf 0,32 y Rf 0,50, en alineamiento exag
to con los puntos testigo de digitoxina y digoxina sobre la
misma placa., Se puede obgervar otros glicoésidos de esteroide

30. a Rt 0,0, 0,05 y 0,80, pero no se los identifica positivamente.
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BJEMELO 10

Dorivaoién de un oultive de o0élulus no dilorencindns de
Dature stramonium

Se corta plantas jévencs creoidas en tiestos -
de Datura siramonium 1 om por encime del nivel del suelo
5 v se esteriliza superficialmente el retofio cortado mediante
inmersién, durante 1 min., en ﬁna solucibén de hipoolorito
do sodio al 1%, Se lava entonces el retofio completo en agua
estéril y se explanta porcionee cuadradas de 5 mm de ladu,

de varias hojas, sobre la superficie de un medio de agar G

10, (Camborg) en platillos de petri de 100 mm.
Medio G
Componente Concentraciln
ng/14

Nitrato de potasio : 2500
Sulfato de amonio 134

> Monohidrato de fosfato monosédico 150
Heptahidrato de sulfato de magnesio 250
Dihidrato de cloruro de calecio 150
Etilendiaminatetraacetato ferroso 28
Monohidrato de sulfato manganoso 10

20 Acido bérico 3
Heptahidrato de sulfato de cine 2
Dihidrato de molibdato de sodio 0,250
Pentehidrato de sulfato ciprico 0,025

25. Hexahidrato de cloruro cobaltoso 0,025
Ioduro de potasio 0,750
meso-Inositol 100
Acido nicotinico 1
Tiamina 10

30, Piridoxina 1
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Agar purifiocado 1000
Sacaross 20,000
Acido 2,4~diclorofenoxiacédtioo 1
Quinetina 0,060

Se ajusta el pH & 5,5 de acuerdo con lo necesa-
rio. |

Después de 5 semanas-de incubaoién en la oscuri-
dad a 289C, se observa vigoroso'crecimiento de racimos callo—
sos gobre la superficie y los bordes de los explantcs de huja.
Se separa varios de estos terrones callosos y se transfie;é
asépticamente cada uno a frascos de Erlenmeyer a 250 ml ﬁue
contienen 50 ml del medio G liquido (composicién como la ex-
puesta méds arriba pero omitiendo el agar) y se incuba los -
frasoos sobre el sacudidor rotativo en luz amortiguada a -
25¢C, A medida que crece el material calloso no diferencia-
do, se le suboultiva hacia frascos similares en un cicle de
14 dfas, saleccionando el material més diéperso a medida que
aparece, y despus de 3 de estas selecciones y transferencias,
ge obtiene una linea de células que manifiesta el modo deseg
do de orecimiento como células individuales y pequefios raci-
mos de células,

EJEMPLO 11

Rediferenciacién de Datura stramonium en cultivo en BUS peN—
-8i6n_para formar primordiales de raiz

Se meleccions un frasco de cultivo de células
no diferenciadas dispersas de Datura stramonium segin se le
obtiene en el ejemplo precedente, seis dias después de la
transferencia precedente, y se filtra asépticamente por gra.
vedad sobre un filtro de malla de nilén de 100 miocrones. Se

lava la masa celular con un medio G que carece de fcido
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2y4~diclorofenoxiacético y se emplea las células resultantes,
libres de auxina, para inocular una serie de 5 frascos que
contienen el medio G pero que tienen respectivamente concen-
traciones totales de &cido 2,4~diclorofenoxiacético agregado
de 0,002, 0,004, 0,008, 0,016 y 0,032 ng/lt. Se inocuba estos
frascos sobre el sacudidor rotativo bajo luz amortiguada a
28¢C durante 10 dias, en cuyo momento los tres frascos, con
los niveles mis bajos de actividad de auxina agregada, mueg
tran una copiosa formacién de primordiales de raiz.

BJEMPIO 12
Aislacién de hiosciamina y/o su producto racémico, la atro-

pina, & partir de células diferenciadas cultivadas de Datura
stramonium

A través de un papel ondulado se filtra por gra-
vedad uno de los frascos del ejemplo precedente (que contie-
ne originalmente 0,004 mg/lt de &cido 2,4~diclorofenoxiacé-
tico) y se lava con agua la masa recogida de primordiales de
rafz y se tritura la masa de tejidos hémeda resultanie (7 g
en condicién hfimeda) con 5 ml de 4cido sulffirico acuoso 0,1
normal. Se separa el liquido libre mediante centrifugacién
¥y se le hace alcalino mediante hidréxido de amonio concentra
do, y se extrae tres veces en porciones de 10 ml de clorofor
mo. Se retroextrae los extractos cloroférmicos combinados,
con 2 ml de dcido sulfurico 0,1 normal de modo de obtener un
conoentrado acuoso de productos alcaloidales, y a estos Gl
timos se los hace a su vez alcalinos mediante hidréxido de
amonio concantrado y se los extrae en 0,6 ml de cloroformo,
Se evapora el extracto cloroférmico hasta aproximadamente
50 1t y se salpica la cantidad complata sobre el origen de
una placa cromatogrdfica de capa delzada de 4cido siliocico,

Se revela la placa con una mezcla solvente que consiste en 9
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-partes de cloraformo y 1 parte de dietilamina. Despubs de

secar la placa, asi revelada, se la rocia con solucién de
iodoplatinato (0,5 ml de solucién de cloruro de platino al
10% agregada a 25 ml de soluci6n de ioduro de potasio al 2%)
para revelar varios puntos de aicdoide, de los cuales el

mds fuerte aparece en Rf 0,45, en alineacibén exacta con un
punto teatigovde atropina sobre la misma placa. El aloaloids,

cominimente hallado en el estado natural en plantas de Datura

siramonium, es la 1-hiosciamina Spticamente aoctiva, puro co-

ménmente se emplea este material en medicina en su forma ra-
cemizada que se oonoce como atropina, la aromatografia no -
distingue entre las formas activa y racémioca,

EJEMPLO 13

Rediferenciaocién de Datura stramonium en cultivo en suspen~
sién para formar primordiales vegetales enteros

Como inoculum se utiliza explantes egtériles de

hojas de Datura stramonium en frascoa sacudidores con medio

del Tipo G que contiene 2 mg/lt de 4cido 2,4~diclorofenoxis~
cético. Se forman callos dentro de 8 dfas y se los transfiere
al mismo medioc y se los inouba durante otros 10 dias de modo
de obtener una suspensién no diferenciada dispersa de células

libres y de pequefios racimos de células. Se lava este mate-

rial celular con un medio del tipo G libre de auxina y se le

utiliza como inoculum para frascos sacudidores que contienen
el medio del tipo G libre de auxina, Despubs de 16 dias de
incubaclién scbre el sacudidor de movimiento alternativo a
2500, el examen microscbébpioco demuestra la presencia de gran
des cantidades de primordiales vegetales enteros, es decir
cuerpos similares & embriones gue corresponden, por su g

tructura, a la “etapa de corazén" y "etapa de torpedo" del
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desarrollo normal de embriones vegetales,

BJEMPLO 14

Derivacibén de ocultivos de células no diferenciadas de
Rauwolfia serpentina

Se descaroza frutas despulpadas comerciales -

frescas de Rauwolfis serpentina, cascando cuidadosamente el

carozo duro y retirando la semilla interna intacta. Se estew
riliza superfiocialmente estas semillas mediante inmersiénm,
durante 5 min, en hipoclorito de sodio al 1% y se lava con
agua estéril, Se hace germinar las semillas estériles me
diante incubacién sobre papel de filtro hlmedo estéril en
platillos de petri em una incubadora a 289C, La germindecidn
comienza en 8 dfas y aproximadamente después de 18 dfas las
plantas jévenes han emergido por completo del recubrimiento
de las memillas., Se transfiere intactas las plantas jévenes
estériles a la superficie de agar de platillos de petri que
contienen medio de agar MMS al cual se agregbd 103 an volu-
men de leche de coco estéril. Después de 2 semanas, han apa-
recido masas oallosas sobre las rafces, tzllo y cotiledones
de las plantas jévencs y se corta este material calloso y

se lo transfiere a un nuevo medio de la misma clase en pla-
tillos de petri. Se reuliza dos otras de estas transferenw
cias a intervalos bisemanales y se tranafiere entonces por-
oiones seleocionadas de callo a porciones de 50 ml de un me_
dio de leche de coco MMS liquido en 250 ml de frascos de
Erlenmeyer. En varios de estos frascos aparece un crecimien
to de células no diferenciadas dispersas y se mantiene enton
coes este material mediante transferencia bisemansl a un mee

dio G,

EJEMPLO 15

Crecimiento de Rauwolfia Serpentina como material rediferenw
clado
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Se combina dos fragcos del orecimiento disnerse-

do de Rauwolfia serpentina, del ejemplo precedente, y se la

va la masa de células por decantacidén con tres cambios de me-
dio G que carece de foido 2,4-diclorofenoxiacético. Se utili
za la masa de células, lavada de modo de librarla de auxina,

como inoculum para frascos de un medio ¢ libre de auxina al

cual se han realizado las siguientes adiciones:

Frasco Aotividad de auxina agregada

1 sin adicién

2 0,1 mg/1t de 4cido 1-naftalenacético

3 1,0 mg/1t de 4cido 1-naftalenacético

4 5,0 mg/1t de &cido 1-naftalenacéiizo

5 1,0 mg/1t de Acido 3-indolacético

6 5,0 mg/1t de 4dcido 3-indolacétice

7 10,0 mg/1t de 4cido 3~-indolacético

8 20,0 mg/1t de 4cido 3-indolacético

9 0,5 mg/lt de fcido 2,4~diclorofenoxiacé
tico

10 1,0 mg/1t de doido 2,4-diclorofenoxiacd
tico

1" 2,0 ng/1t de &cido 2,4-diclorofenoxiacé
lco,

Por incubacién sobre el sacudidor rotativo due
rante 8 dias, los nueve primeros frascos (N® 1 a 9) muestran
diversos grados de rediferenciacién ( segin queda en eviden-
cia por el aspecto de los primordiales de raices), desde le-
ve en los frascos N¢ 5 y 9 hasta intenso en los frascos -—
Ne 1 y 8. Estos resultados estﬁn de acuerdo con las intensi-
dades relativas en general reconocidas de la actividad de
auxina de las tres sustancias utilizadas, o sea que el 4ci-
do 2,4-diclorofenoxiacético es considerablemente més activo

que ol dcido 1-naftalenacético y que este es asu vez consi-
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derablemente.més activo que el &cido 3-indolucético, Por con

siguiente, transfiriendo células de Kauwolfian serpentina deg
de un medio G que contiene 1 mg/lt de &cido 2,4-diclorofenc—
xiacético a un medio del tipo G que no contiene actividad de
auxina o a un medio del tipo G que contiene 20 mg/lt de foi

do l-indolacético, se produce una neta disminucién de la ao-
tividad de auxina y tiene lusar le rediferenciacién deseada,

BJiuMPLO 16
Demostracién de la presencid de reaserpina en material de

Rauwolfia serpentina rediferenciado

Se decanta el liquido del frasco nt 8 del ejom
plo precedente y durante 6 hr se seca a 402C y bajo presién
reducida el material sélido que llevs los;rimordiales'de -
raiz. Se muele la masa secada hasta un polvo en un mortero,
se le humedece con 5 ml de hidréxido de amonio concerntrado
y se le tritura con 30 ml de benceno. Se separa la fass ben
cénica por centrifugacién y se la evaporﬁ hasta sequedad &
409C en una corriente de nitrbgeno, Con el residuo se fore
m& und lechada en 2 ml de 4cido clorhfdrico puro normal y
se extrae el &cido acuoso en 2 ml de cloroformo (la sal de
clorhidrato de la reserpina es soluble en cloroformo). Se
evapora ol extracoto cloroformico haste sequedad, se retoma
el residuo en 0,1 ml de cloroformo, y se aplica bandas de
esta solucién a través de la linea original de una placa
cromatogréfica de capa delgada de Acido eilicico de 5,08 x
20,3 cm, Por revelacibén en una mezcla solvente que consiste
en butanol normal (16 partes), 4cido acético (1 parte) y
agua (4 partes), se obtiene un cromatograma que, bajo una
lémpara de U.V. de 365 nm., muesira siete bandas fluorescen

tes incluyendo una que tiene el mismo RF (0,61) que un espé
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cimen auténtico de reserpina cromatografiado en la misma ma~
nera sobre otra placs. La banda fluorescente a Rf 0,61 evi-
dentemente no es reserpina pura, siendo el color de la fluo~
regcencia considerablemente mds azul que el de la reserpina
pura. Por oonsiguiente, se elimina esta banda de la placa
por raspado, se lixivia el adsorbente con 2 ml de metanol,-
Y se examina ol elualo metandlico mediante espectrometria
de masa de alta resolucion. El especiro de masa muestra una
sola familia de orestas en le regién 600 & 650 de la masa,
estando esta familia en excelente acuerdo con las que se ob
servan para la reserpina pura. Se adapta la cresta de masa
principal de la familia de modo de encontrar une masa exac-
ta de 608,2724 de unidades de masa en excelente acuerdo con
lo esperado pars la reserpina, para la cual la masa exscta
calculada para el iém molecular ss 608,2733 unidades cde masa,
Por consipguiente, se ha demostrado que la Hauwolfia sewpen-
tina cultivada en suspensién y rediferenciada, elabora Te-
serpina.

BIEMPIO 17
Derivacién de oultivos de células no diferenciadas de Catha

ranthus roseus

En la siguiente manera se utiliza, como fuente
de tejido vegetativo, plantas comerciales de Catharanthus
roseus (que se conoce también como Vinca rosea). A una plan
ta joven comercial de Catharanthus roseus de una altura de
aproximadamente 100 mm se la decapita 10 mm por encima de la
linca del suelo y se esteriliza superficialmente la parte su
perior completa de la planta mediante inmersién durante 2 min
& una solucién de hipoclorito de sodio al 1%. Se lava la par

te superior de la planta con agua estéril, se corta asépti-
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camonte porciones y se las transifiere a la superlicie del
medio G de agar contenido en platillos de peiri. Dospubs
de 18 dfas de incubacibn a 259C, los crocimientos cullosos,
que han aparecido, son transferidos directamente a porcio-
nes de 50 ml de un medio G en frascos de Erlenmeyer de 250
ml y se incuba a 25¢C sobre el sacudidor rotativo, USe obw
serva rdpidamente crecimiento no diferenciado vigoroso muy
disperso, independientemente de que la pieza de planta orie
ginal fuere derivada del callo, peciolo u hoja. Se mantisne
la suspensién de oélulas no diferenciadas, modiante traznafe-
rencia a un nuevo medio G liquido cada 7 dias.

LJEMPLO 18
Crecimiento de Catharanthus roseus como material rediferen-

ciado

A un frasco de 7 dias de edad de un cultivo en
suspensién de Catharanthus roseus no diferenciado, se agre-
ga 50 ml de nuevo medio G que carece de &cido 2,4-liclcro-
fenoxiacético. Mediante esta medida, se diluye la actividad
do auxina, que estd presente en el frasco original, hasta
la mitad de su valor original. Se descarta la mitad de la
suspensién de células asf aumentada, y se vuelve a disponer
la otra mitad sobre el sacudidor rotativo durante un perio-
do adicional de 7 dias, Habiendo tenido lugar este tiempo
un vigoroso recrecimiento, se agrega nuevamente 50 ml de me
dio del tipo G libre de auxina, se mezola, y se descaria la
mitad de la suspensién resultante. Se vuelve a disponer so0-
bre el sacudidor rotativo, durante otro periodo de 7 dias,
la otra mitad que contiene ahora a lo sumo 1/4 de la canti-
dad inicial de é4cido 2,4-diolorofenoxiaoético. Se ropite 3

veces més este ciclo de dilusién con el medio libre de auxi
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ne e incubsoibén dando por resultado wn frasco gque conliono
solamente 1/32 del 4cido 2,4-diclorofenoxiacético original,
0 en otras palabras aproximadamente 0,31 mg/lt de esa acti-
vidad de auxina. A este nivel de actividad de auxina, y por
incubacidn adioional durante 4 dias, se produce una evidente
rediferenciacién del material Catharanthus roseus con el ag
pecto de primordiales de raiz., La Catharanthus roseous es la
fuente de los importantes agentescontra tumores, es decir
vinblastina y vincristina,

BIEMPLO 19
Crecimiento de Phytolacca americana como células no diferen

ciadas en un cultivo en suspensién

Se obtiene semillas de Phytolacca americana de
una fuente comercial y se las estratifica en musgo de turba
hiimedo a 5°C durante 3 meses, Se esteriliza entonces la su~
perficie de la semilla por inmersidén en agua bromada durante
1 min, se lava con agua estéril y se dispone sobre papel de
filtro estéril en platillos de petri para su germinocidn.

La germinacién se produce prontamente y se corta las plan-
tas jovenes emergidas en sus partes componenies de radicu-
la, hipocotilo, y cotiledones, y se dispone directamente -
estas partes en porciones de.5 ml de un medio del tipo G
1iquido con 6 mg/lt de 4cido 2y4-diclorofenoxiacético con-
tenido en tubos de ensayo de 2,54 x 20,3 om sobre un sacudi
dor de movimiento nlternativo (carrera de 2,54 om, 100 cerxo
ras/min) a 289C. Después de 14 dfas ge han formado masas -
callosas y se han desprendido piezas originales, estando en
progreso un vigoroso crecimiento no diferenciado,

EJEMPLO 20

Rediferenciacidn de Phytolacca americana
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La trannferencia del callo no dif@ronéiudo, del
precedente ejemplo al medio del tipo G que contieno solamen
te 0,5 mg/lt de lcido 2,4—didlorofenoxiacético, da por re-
sultado la rediferenciacién con el aspecto de primordiales
similares a cotiledones,

La transferencia del tallo no diferencindo del
precedente ojemplo a un medio del tipo G .ue contiene 1 -
mg/1t de écido 1-naftalenacético da por resultado una pron
ta rediferenciacién, segin queda en evidencia por la copiﬁ
ga formacién de primordiales de raices, le I'hytolacca aﬁa—
ricana es la fuente del alealoide {itolacecina y del raa@ti—
vo de investigacién mitbgeno de fitolaca.

EJSMPLO 21
Crecimiento de Ficus elédutica como material no diferopcia—

do en un cultivo en suspensibén

Se corta una hoja del tercer internodo de una
planta Ficus eléstica crecida en tiesto, se esterilizs su-
perficialmente por inmersién en hipoclorito de sodio al 14,
¥y se suprime asépticamente una porcién de 5 x 5 cm. 3e cor
ta esta porcibén en piezas cuadradas de 1 cm de lado y se las
usa para inocular frascos de sacudidor con medio G. Después
de 21 dias de incubacidén sobre el sacudider de movimiento
alternativo, se observa un vigoroso crecimiento altornativo,
se observa un vigoroso crecimiento del material calloso no
diferenciado. La IMicus eldstica es la Tuente comercial de
goma eléstica,

LJEMPIO 22
Crecimiento de Ficus carica como material no diferenciado

en un cultivo en suspensioén

Se corta una hoja joven de un 4rbol de Ficus
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oariova ae enborlliza supwrfiointmonle y no ulllisn poreionon

para inocular plantas Jde medio U de agar. In 195 ding apnrew
cen terrones callosos en vigoroso crecimiento., Je los trans—
fiere a un medio G liquido en frascos de sacudidor, con lo
cual se produce un orecimiento adioional en un modo bien dis
persado, Por tranaferencia al tipo.G que contiens 0,5 mg/lt
de &cido lenaftalenacético, se produce rediferenciacién con
el aspecto de primordiales de raiz, la Iicus carica, el hi-
go com@n, es la fuente comercial de la encima coagulante de
la leche, la ficina. '
BJEMPLO 23
Crecimiento de Camptotheca acuminata en un cultivo en sus-

pensibn

Se esteriliza superficialmente semillas de Camp-
totheca acuminata por inmersi6én durante 10 min, en hipoclo-
rito de sodio al 1%, se lava con agua estéril, y se Loce -
germinar sobre papel de filtro himedo en platillos de petri,
Se tranafiere intaotas lag plantas jévenes emergidas, a frag
cos de sacudidor que contienen el medio G y se las incuba a
289°C sobre el sacudidor rotativo., Se produce el crecimiento
vigoroso de callos, y después de transferencia, se obtiene
una linea de células que muestra la forma deseada de creci-
miento disperso. Camptotheca acuminata es la fuente de una
importante droge anticéncer, la camptotecina,

Crecimiento de Sassafras alibidum en un cultivo en suspen~

gién disperso

De un Arbol de Sassafras alibidum crecido en la
foresta, se obtiene retofios aletargados verdes recien creci

dos, por inmersién en etanol al T0%, y luego en hipoclorito

of Py
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do nodio al 1¢.. Yo ocorta lon retoiion on nnociunhn Lranaver-
sales de un espesor de 2 a2 5 mm y a ostag seocciones estéri-
les se las dispone sobre un medio G de agar para que {ormen
callos, Se tranzfiere los terrones de oallss, cuando se han
formado, a un medio G liquido en frascos de sacudidor sobre
el sacudidor Totativo, La incubacién adicional da por resuwl-
tado cultivos dispersos de células no diferenciadas y racie
mos de células, Bl Dassafras alibidum es una fuente del agen-
te aromatizante aceite de sasafrds y de safrol,
SJEMPLO 25
Crecimiento de Artemesis absinthium en un cultivo de células

no diferenciadas

Se hace germinar semillas eatédriles de Arteme-
sia absinthium y se transfiere las plantas jévenes al medio
G 1iquido, incubando de acuerdo con lo descrito més arriba,
ge forma tejido calloso, y al transferirlo al medio G crece
vigorosamente como células dispersadas y racimos de células.

EJEMPLO 26

Rediferenciacién de Artemesia absinthium

Se emplea células no diferenciadas y lavadas,
del ejomplo precedente, para inocular frascos de un medio
del tipo G que contiene solamente 0,5 mg/lt de &cido 1-naf-
talenacético como actividad de auxina, 5e produce prontamen
te la rediferenciacibn, segln queda en evidencia por el aspeg
to de los primordiales de raices. Se utiliza Artemesia absin
thium como aroma en vermouth,

EJEMPLO 27

Crecimiento de Nicotiana tabacum en un cultivo de oélulas

no diferenciadas

Se esteriliza superficialmente semillas de Nico
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hiimedo, Uo trunoliere porcionvs do tallo de las pluntaa jo

venes a un medio MS de ager de modo gue gse forman mAisas Ca-

llosas, Se las transfiere 2l medio MS liquido en f{rascos e
sacudidor y se las somete a seleccién de modo de obtener una
linea de céiulas de creocimiento disperso que material no di-
ferenciado,

BIEMPLO 28
Rediferenciacién de Nicotiana tabacum para formar primor—

dialeg de retofio

Se utiliza células lavadas, del ejemplo prece-
dente, para inooular frasocos de un medio MS libre de auxina
¥, después de incubacién en luz amortiguada sobre un sacudi-
dor de rotacién lenta (60 r.ﬁ.m.) durante 5 semanas, ne ob-
serva una vigorosa formaciébn de primordiales de retoiios ver
des. Nicotiana tabacum e¢s una fuente comercial del aloaloi-
de nicotina,

BJEMPLO 29
Derivacibn y crecimiento en un cultivo suspendido de célu~

las no diferenciadas, de Lavandula officinalis

Se esteriliza superficialmente semillas comercia
les de Lavandula officinalis mediante inmersidém en hipoclori
to de sodio al 1% y se las hace germinar sobre un papel de
filtro himedo., Se corta las plantas jévenes emergidas en —
segmentos de 1 cm y se dispone estos segmentos uobre la su-
perficie del medio MS de agar que contiene 6 mg/lt de &cido
244-diclorofenoxiacético. Despuds de 6 semanas se transfiere
los racimos callosos, que se han formado, a frascos de saou~
didor individuales con medio MS liquido y se elige para su

transferencia posterior los frascos que muestran un modo -
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mds disperso de crecimiento. Se realiza 10 de estas selecoio-
nes y transferencias consecutivas con intervalos de aproxi-
madamente 1 semana, y se transfiere la linea de células méds
vigorosas a medio LS que contiene 6 mg/lt de doido 2,4-diclo
rofenoxiacético, en gue se produce el crecimiento todavia

més rdpido y vigoroso.

MEDIO LS

Componente Concentracidn
mg/l%.

Nitrato de amonio 1656
Nitrato de potasio 1900°
Dihidrato de cloruro de calcic 440
Heptahidrato de sulfato de megnesio 370A
Fosfato monopotdsico ‘ 170
Btilendiaminatetraacetato ferroso 65
Acido bbérico .6,2
Tetrahidrato de sulfato manganoso 22;3
Tetrahidrato de sulfato de cinc 8,6
Ioduro de potasia 0,83
Dihidrato de molibdato de scdio 0,25
Pentahidrato de sulfato ciprico 0,025
Hexahidrato de cloruro cobaltoso 0,025
Sacarosa 30.000,0
Quinetina 0,030

NOf®A

Degerita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asi como la manera de realizarlo en la préctica, de-
be hacerse constar que las disposiciones anteriormente indi
cadas, son susceptibles de modificaciones de detalle cn -

cuanto no alieren su principieo fundamental, También se hace



Se

10.

15.

20,

25.

30.

402916

constar que el invento corresponde a una Solicitud Jde Patonte,
presentada en lInglaterra, ocon fecha 18 de Mayo de 1.971 bajo
el n® 15,626/71, aoogién&ose por lo tanto & 1OB'b0n0inion
que conceden los Convenios Internacionalés en vigor, siendo
lo que constituye la esencia del referido invento y por 1o
que se solicita Patente de Invencién por 20 afins en Lspafia,
sobre: PROCEDINMIENTO PARA PRODUCIR UN METABOLITX) VEGETAL
QUIMICO MEDIANTE CULTIVO EN BUSPENSION3 caracterizdndose
por lo siguientes

1.= Procedimiento para producir un metabolito
vegetal quimico mediante cultivo en suspensién, caracteriza
do porque comprende las etapas des (a) generar primordiales
de 6rganos de una planta que se sabe que elabora el metabo-
lito, mediante la reduccién del nivel de actividad de auxina
en un medio nuiritivo aerobio acucso que tiene célulsa no -
diferenciadas en crecimiento o racimos de células, de dicha
planta, sumergidos en el misﬁo; ¥ (b) cultivar los primordia
les de brganos resultantes hasta gue se producen cantidades
substanciales del metabolito.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-
racterizado porque comprende ademéds las etapas de: (a) inocu
las un medio nutritivo acuoso con células no diferenciadas,
en crecimiento vigoroso, de una planta que se sabe que ela-
bora el metabolito; (b) mantener el crecimiento de dichas cf
lulas de planta no diferenciadas, eﬁ el medio, durante un
periodo de tiempo bajo condiciones aerobias sumergidas en -
presencia de una subastancia que provee actividad de auxina
al medio; (o) reducir el nivel de actividad de auxina en el
medio de modo que se produce rediferenciacidn de las c6lulas

de la plante con el aspecto de primordiales de 6rganos de -

AN
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prodicir una masa de cosecha entera, manteniendo el crecimien
{o de dichas células de planta rediferenciadas en el medio
durants un periodo Jde tiempo bajo condiciones aerobias sumer
gidas, con la resultante acumulacién del metabolito; y (e)
recuperar el mataboiito con respecto a la masa de cosecha
entera resul tante,

3.~ Procedimiento megin la reivindicacién 2, co~
racterizado porque la substancia que provee actividad de =
auxina, se elige del grupo consistente en Acido 3—indolapéﬁi
0o, Acido 3-indolbutirico, 4cido 1-naftalenacético, dcido
p-clorofenoxiacético, &cido 2,4~-diclorofenoxiacético y Aci-
do 2,4,5-triclorofenoxiacético,

4.- Procedimiento segin la reivindicacién 2, ca-
racterizado porque la reduccién del nivel de actividad de
auxina, en el medio, se logra diluyendo ocada partie del medio
con por lo menos una parte igual de nuevo medio gque no tiene
actividad de auxina,

5.~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, ca-
racterizado porque se reduce el nivel de aotividad de auxina
en el medio mediante el égregado de un compuesto antiauxina
& dicho medio,

6.~ Procedimiento segun la reivindicacién 2, oa-
racterizado porque la reduccién del nivel de actividad de au
xina en el medio, se logra separando las células de planta
no diferenciadas con respecto al medio y resuspendiendo di-
chas células de planta no diferenciadas en un nuevo medio -
que tiene reducida actividad de auxina,

7.~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, ca-

racterizado porque se mantiene el medio nutritivo acuoso a




una temperaturn de 1% 1HRC, ' r@_f’f |

8.~ Procedimiento segin la mivmdicm,f%;ﬁ dy Clm
racterizado porque el medio nutritivo acuoso contiene fuenies
asimilables de carbono, nitrbégeno, potasio, fésforo, magnesio
¥ vitaminas,

9.~ Procedimiento para producir un metabolitc ve-
gotal quimico mediante cultivo en suspensién, tal y como que~
da sustancialmente deserito en lu presente Memoria

Esta Memoria conste de 43 hojas esoritas a mégui-
na por una sola oara. 12 ST, 1974

Madrid

AMERICAN CYANAMID COMPANY

LEZ AGEBO Y MODEY
p Firmodo: L. Gaeta Ferménder
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