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RESUMEN

La produccién de metabolitos secundarios en cultivos celulares de plantas puede ser de
interés para obtener compuestos dificiles de sintetizar o aislar de otras fuentes, lo cual
generalmente se relaciona con un alto valor econémico, aunque también puede ser dtil
para ayudar a dilucidar las vias metabdlicas involucradas en la sintesis de estos
compuestos. En este trabajo se presenta una descripcién general de las antocianinas,
un grupo de pigmentos de gran importancia para la industria, complementada con la
referencia de los trabajos cientificos recientes que se han publicado sobre la produccién
in vitro de las mismas. Con relacién a esto ultimo, se hace una descripcién del efecto de
cambios en las condiciones de cultivo, de la adicién de precursores, del uso de regula-
dores de crecimiento, asi como de la utilizacién de inductores y factores de estrés sobre
la produccién de estos compuestos. Finalmente, se hace mencién al uso de raices en
cabellera, en inglés hairy roots, obtenidas mediante el uso de Agrobacterium rhizogenes,
para la produccién de estos compuestos.
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ABSTRACT

The production of secondary metabolites in plant cell cultures may be of interest for
obtaining compounds that are difficult to synthesize or isolate from other sources, which
is usually associated with high economic value of the substances, but may also be useful
to help elucidating the metabolic pathways involved in the synthesis of such compounds.
This paper presents a general description of anthocyanins, a group of pigments of great
importance to the industry, complemented by referring the scientific papers that have
been recently published on their in vitro production. Regarding the latter, a description of
the effect of changes in growing conditions, of the addition of precursors, of the use of
growth regulators, and of the utilization of elicitors and stressors on the production of
these compounds, is done. Finally, this review mentions the use of hairy roots obtained
by the use of Agrobacterium rhizogenes for the production of these compounds.
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INTRODUCCION

Los pigmentos, sustancias quimicas que dan color, estan presentes en practicamente
todos los organismos. El color se produce cuando una molécula especifica (croméforo)
captura la energfa de ciertas longitudes de onda y refleja |a energia no absorbida, la cual
es recibida por el ojo, generando el impulso nervioso, que en el cerebro es interpretado
como un color determinado (Delgado-Vargas et al., 2000).

La gran diversidad de colores presente en flores y frutos muestra la importancia eco-
|6gica que tienen los pigmentos en la naturaleza. Es bien conocido el hecho de insectos,
aves y mamiferos, en su busqueda de una fuente de alimento, se ven atraidos hacia las
flores gracias a las tonalidades que estas poseen (Chittka y Menzel, 1992; Sumneretal.,
2005). Asimismo, los pigmentos se ven involucrados en la dispersién de frutos al fun-
cionar como atrayentes para los dispersores (Willson y Whelan, 1990). Ademads, los
pigmentos también pueden actuar como sustancias de defensa contra la herbivoria
(Gronquist et al., 2001), especialmente en hojas jévenes (Karageorgou y Manetas,
2006), como proteccién contra hongos patégenos (Lachman y Hamouz, 2005) y como
proteccién contra la radiacién ultravioleta (Stafford, 1994).

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua, ampliamente distribuidos en las
plantas vasculares. Estos pigmentos son responsables de la mayoria de los colores rojos,
naranjas y azules de las flores, y se derivan de una rama de la via de los flavonoides
(Grotewold, 2006). Las antocianinas poseen un esqueleto de 15 carbonos, con un anillo
cromadtico y otro aromatico, y una o mds moléculas de azicar adheridas en diferentes
posiciones hidroxiladas de la estructura basica. Esto les confiere una infinidad de posi-
bles combinaciones con glucésidos y grupos acil, lo que, junto con la interaccién con
otras moléculas, hace que la gama de colores que se derivan de estas sustancias sea
enorme (Delgado-Vargas et al., 2000).

A pesar de que en algunos casos ha sido posible observar una correlacién entre el grupo
taxonémico al que pertenecen las plantas y los patrones de antocianinas (Sharmay
Crowden, 1974), esta es una caracteristica muy variable, ya que incluso se ha observado
que dentro de variedades de una misma especie, los patrones y las concentraciones de
los pigmentos presentan gran diversidad (Gao y Mazza, 1995). Por esta razén, no se les
considera un caracter con mucho valor taxonémico (van Wyketal., 1997). Las antocia-
ninas estdn presentes en la gran mayoria de plantas, incluyendo algunos musgos y hele-
chos; sin embargo, se encuentran ausentes en algas, hepdticas y otras vasculares inferiores
(Delgado-Vargas et al., 2000). Sélo un pequefio grupo de angiospermas (Caryophylalles)
no tiene este tipo de pigmentos, pues posee un grupo de pigmentos equivalente, betalai-
nas, y nunca se han encontrado ambos pigmentos en una misma planta (Stafford, 1994).
Hasta la fecha se han identificado mas de 600 compuestos quimicos catalogados como
antocianinas, considerados de particular interés para la industria de colorantes para
alimentos (Konczak y Zhang, 2004; Sajilata y Singhal, 2006). Este interés ha ido en
aumento (Zhangy Furusaki, 1999), tanto por su alta capacidad antioxidante (Kong et
al., 2003; Prior, 2003; Einbond et al., 2004), como por su capacidad para eliminar radi-
cales libres (Wangetal., 1997; Espin etal., 2000), teniendo asf efectos benéficos muilti-
ples sobre la salud, atribuyéndoseles incluso propiedades anti-cancerigenas (Satué-
Gracia et al., 1997; Stintzing y Carle, 2004; Zhao et al., 2004).
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Los cultivos celulares in vitro son capaces de producir y acumular muchos metabolitos
secundarios con valor medicinal o nutricional. Los compuestos medicinales han tenido
una especial atencién y se han dedicado grandes esfuerzos para obtener gran variedad de
ellos. Una gran cantidad de alcaloides, saponinas, cardendlidos, antraquinonas, polife-
noles y terpenos han sido producidos a partir de cultivos vegetales in vitro. También se ha
desarrollado una gran cantidad de métodos para la produccién in vitro de compuestos
antioxidantes, entre los que destacan las antocianinas (Matkowski, 2008). Estos pig-
mentos tienen un alto potencial, tanto para el reemplazo de colorantes sintéticos en
alimentos, como para su uso en productos farmacéuticos y cosméticos (Chattopadhyay
etal., 2008; Garzén, 2008). La identificacién de secuencias promotoras, genes reguladores
y factores de transcripcién para los genes involucrados en la biosintesis de antocianinas
ha facilitado, en gran medida, la produccién in vitro de las mismas (Holton y Cornish,
1995; Mano et al., 2007; Shimada et al., 2007; Allan et al., 2008; Zhou et al., 2008;
Streisfeld y Rausher, 2009). De esta manera, la aplicacién biotecnologia en la produccién
de pigmentos surge como una propuesta interesante a nivel industrial, ya que permitiria
eliminar las desventajas de la estacionalidad, las variaciones geograficas y anuales en los
cultivos, y las fluctuaciones en los rendimientos debido a enfermedades o plagas, que
surgen al cultivar las plantas en campo (Konczaket al., 2005).

A continuacidn se presenta una breve descripcién de algunos de los métodos utilizados
para la produccién in vitro de antocianinas, compuestos que, como se indicé antes, ad-
quieren cada dia mayor importancia, debido a sus multiples aplicaciones. En esta
revision bibliografica se busca presentar una actualizacién a la dltima revisién especifica
conocida por los autores sobre el tema, que fue publicada hace mds de diez afios
(Zhangy Furusaki, 1999). Unicamente se citan trabajos anteriores al afio 1999 cuando
estos no fueron citados en la revisién mencionada, o cuando se considerd relevante su
alusién para explicar un proceso o idea en particular. Este tema también ha sido revi-
sado recientemente, aunque no con tanto detalle, en un trabajo sobre la produccién
in vitro de metabolitos secundarios (Matkowski, 2008). También se publicé una revisién
enfocada especificamente en Catharanthus roseus (Piovan y Filippini, 2007).

GENERALIDADES

La produccién in vitro de metabolitos secundarios en tejidos vegetales se ha estudiado
con gran detalle debido al gran potencial que tiene. Sin embargo, se han encontrado
muchas limitaciones en el proceso, ya que, en comparacién con microorganismos, las
células vegetales requieren de mas espacio, mayor tiempo para crecer y multiplicarse,
asi como el hecho de que algunas de sus rutas metabdlicas para la produccién de mu-
chos metabolitos no se conocen en detalle. Paralelamente, en muchas ocasiones ocurre
que determinados compuestos se producen solo en un tipo de células. El desarrollo de
cultivos celulares ha sido de gran ayuda en este campo, ya que estos poseen tasas
metabdlicas més altas que las de muchas células diferenciadas de una planta intacta,
lo que ha hecho posible el desarrollo de métodos de cultivo in vitro especificos para la
produccién de sustancias de interés (Dérnenburg y Knorr, 1995).

En los estudios sobre rutas metabdlicas tradicionalmente se han utilizado callos con
poco grado de diferenciacién. Sin embargo, se ha observado que las suspensiones
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celulares permiten la recuperacién de grandes cantidades de células, siendo asi posible
aislar los compuestos de interés mds facilmente. Muchas veces, los cultivos celulares no
producen el compuesto que se busca, o bien, lo producen en bajas cantidades, lo que
dificulta la aplicacién del proceso a nivel industrial. Esto ha llevado a la bisqueda de
métodos que induzcan una mayor produccién de determinados metabolitos en los
cultivos, y entre los mds frecuentes y exitosos, estd el uso de inductores, como se verd
mas adelante (Bourgaud etal., 2001). Avances en la produccién de tejidos transgénicos
han tenido gran importancia, y han re-direccionado en cierta medida el cultivo in vitro
con fines de produccién de metabolitos secundarios, ya que al manipular genética-
mente las vias metabdlicas de las células, es posible dirigirlas hacia la produccién de
compuestos de interés (Rao y Ravishankar, 2002).

Muchos de los compuestos producidos por células vegetales se almacenan en vacuolas.
Para poder tener acceso a estos, es necesario penetrar la barrera de ambas membranas,
la de la vacuola, y la de la célula. La permeabilizacién de membranas es el método mas
comun para lograr que las células liberen estos metabolitos secundarios, y se logra
formando poros en las mismas. El objetivo principal de esta técnica es permitir que las
células liberen las sustancias de interés almacenadas en su interior, manteniendo su
viabilidad (Rao y Ravishankar, 2002). Se han probado varios tratamientos para permea-
bilizar células y asfi liberar pigmentos, en donde se altera pH, o se sonica, se somete a
estrés térmico y/o estrés por reduccién de oxigeno, entre otros. Muchas veces el éxito
de estas técnicas es bajo, ya que se recobra poco producto después de aplicarlas, y
también debido a que las células pierden o reducen su viabilidad (Thimmaraju et al.,
2003). Una alternativa para reducir esta pérdida de viabilidad, que ha funcionado para
antocianinas, es el uso concentraciones altas de calcio después de un tratamiento
térmico para la liberacién del pigmento (Takeda et al., 2003).

La produccién de antocianinas in vitro ha sido reportada en un gran niimero de especies
y utilizando distintos métodos de cultivo. En la tabla 1 se presentan los trabajos publi-
cados a partir de 1999 en el tema, o bien trabajos anteriores que no fueron incluidos
en la revisién anterior sobre este tépico (Zhangy Furusaki, 1999).

VARIACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

La produccién de antocianinas se encuentra ligada a las condiciones luminicas en que
las plantas se desarrollan in vitro (Toguri et al., 1993). Se ha observado que los genes que
codifican para las enzimas claves en la sintesis de antocianinas en Stellaria longipes
requieren estimulo luminico para su expresién (Alokam et al., 2002). Estudios in vitro con
Ceratonia siliqua revelaron que en condiciones de baja luminosidad, e incluso en
oscuridad, se did la sintesis de antocianinas (Vinterhalter et al., 2007).

Ademds de la intensidad luminica, la calidad de la luz juega también un papel
importante en la produccién de antocianinas. Estudios in vitro con corolas de Petunia
hybrida demostraron que distintas longitudes de onda (rojo, verde, azul, rojo lejano)
tienen efectos diferentes sobre la produccién de estos pigmentos en flores, siendo mds
efectiva la azul (Weiss y Halevy, 1991). Irradiando plantas de Brassica rapa con luz de
distintas longitudes de onda (rojo lejano, rojo, azul, UV-A, UV-B bajo, UV-B alto, UV-
A + rojo lejano, UV-A + rojo, UV-A + azul) se pudo monitorear el comportamiento de
las mismas ante este tipo de estimulo. Las plantas que estuvieron por 24 horas en
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Especie

Método de cultivo

Referencia

Ajuga reptans

Callos y suspensiones celulares

Terahara etal., 1996.

Arabidopsis thaliana Plantas Deikman y Hammer, 1995.
Arabidopsis thaliana Callos Zhou etal., 2008.
Aster sp. Botones florales Shaked-Sachray et al., 2002.

Campotheca acuminata

Suspensiones celulares

Pasqua etal., 2005.

Catharanthus roseus

Suspensiones celulares

Filippini et al., 2003.

Ceratonia cilica Brotes Vinterhalter et al., 2007.
Cleome rosea Callos Simdes et al., 2009.
Daucus carota Callos GlagPen etal., 1992; Sudha y Ravishankar,

2003a; Sudha y Ravishankar, 2003b.

Daucus carota

Suspensiones celulares

Ozeki y Komamine, 1981; Ozekiy
Komamine, 1986; Ozeki et al., 1987,
Ozeki et al., 1990; Dougall y Vogelien,
1990; Vogelien et al. 1990; Takeda et al.,
1993 ; Takeda et al., 1994; llan et al.,
1994; Ceoldo etal., 2005; Abe et al.,
2008; Kimura et al., 2008.

Daucus carota ssp. carota

Suspensiones celulares

Dougall etal., 1998.

Fragaria ananassa

Callos

Asano etal., 2002; Edahiro et al. 2005;
Edahiro y Seki, 2006.

Glehnia littoralis

Suspensiones celulares

Ishikawa et al., 2005.

Hypericum perforatum
var. angustifolium

Callos y brotes

Mulinacci et al., 2008.

Ipomoea batatas

Suspensiones celulares

Nozue et al., 1993; Konczak-Islam et al.,
2000; Plata et al., 2003; Konczak et al.,
2004.

Ipomoea batatas

Raices en cabellera

Nishiyama y Yamakawa, 2004.

Lentopodium alpinum

Raices en cabellera

Hook, 1994.

Lobelia chinensis

Raices en cabellera

Tadaetal., 1996.

Panax sikkimensis

Callos

Mathur et al., 2009.

Perilla frutescens

Suspensiones celulares

Wang et al., 2004.

Petunia hybrida

Suspensiones celulares

Hagendoorn etal., 1991.

Popolus alba x
P. glandulosa Uyeki

Callos

Choiy Park, 1997.

Vaccinium phalae

Suspensiones celulares

Fangetal., 1998.

Vitis vinifera

Suspensiones celulares

Decendit et al., 1996; Dédaldéchamp y
Uhel, 1999; Krisa et al., 1999; Zhang
etal., 2002; Saigne-Soulard et al.,
2006; Belhadj etal., 2008

Zea mays

Callos y suspensiones celulares

Irani y Grotewold, 2005.

Tabla 1.

Recopilacién de trabajos publicados a partir de 1999 sobre la produccién in vitro de anto-

cianinas. También se incluyen trabajos previos a esa fecha que no fueron referidos en la revisién anterior
del tema (Zhangy Furusaki, 1999).

presencia de luz UV-A fueron las que presentaron la mayor concentracién de anto-
cianinas en sus tejidos, cuatro veces mdas que plantas mantenidas en oscuridad. La
combinacién de otros tipos de luz con UV-A estimulé en menor grado la produccién de
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pigmentos o no presenté diferencias significativas que cuando se utilizé sélo luz UV-A.
También se observé un aumento en la expresién de varios de los genes involucrados en
la sintesis de antocianinas (fenilalanina amonio liasa, chalcona sintasa, flavanona 3-
hidroxilasa, dihidroflavonol 4-reductasa y antocianidina sintasa) al someter plantas a
este tipo de radiacién (Zhou et al., 2007).

La temperatura es otra de las condiciones de cultivo que afecta la produccién de anto-
cianinas. Shvarts et al., 1997, determinaron que condiciones de temperatura modera-
damente baja podian aumentar la sintesis de antocianinas en petunia, incrementando la
expresion de genes que codifican para las enzimas que participan en su sintesis. De igual
manera, en un estudio con hibridos de Aster, se observé la misma tendencia, ya que las
corolas de las flores de estas plantas presentaban la mitad de la concentracién normal de
antocianinas a temperatura promedio de 13 °C que al ser cultivadas a temperaturas ma-
yores (en promedio 25 °C). Sin embargo, se encontré que aumentando los niveles de
magnesio en estas plantas era posible evitar el efecto de la temperatura sobre la sintesis
de antocianinas, aumentando la concentracién de las mismas en las flores (Shaked-
Sachray et al., 2002). En rosa cultivada en invernadero se ha encontrado que los efectos
de temperaturas elevadas se observan principalmente en los nuevos brotes, cuando son
expuestos a las mismas desde etapas tempranas de su desarrollo. Incluso, se pudo cons-
tatar que la proporcién en la que se encuentran distintas antocianinas en la planta cambia
drasticamente al ser cultivadas a altas temperaturas (Delaetal., 2003). Un efecto combi-
nado de luz, temperatura y diversos componentes del medio de cultivo en la produccién
de antocianinas fue observado en callos de Cleome rosea, una planta ornamental brasilefia.
En este caso, Simdes et al., 2009, encontraron que la produccién de antocianinas fue
mayor al reducir la temperatura y aumentar la radiacién luminica.

ADICION DE PRECURSORES

Muchas veces sucede que la produccién de metabolitos secundarios no sigue el mismo
patrén en cultivos in vitro que en plantas intactas cultivadas ex vitro. Esto puede deberse
a la falta de los estimulos necesarios, a un desacople de la maquinaria enzimatica, o a
una expresion insuficiente de los genes relacionados con la biosintesis. Sin embargo,
considerando que las enzimas que participan en la sintesis estdn presentes, la adicién
exégena de precursores puede ayudar a solucionar el problema (Matkowski, 2008).
En el caso especifico de las antocianinas, se ha estudiado el comportamiento de cultivos
celulares en presencia de su precursor, fenilalanina. Al agregarlo al medio, se ha visto
cémo la produccién de antocianinas en cultivos celulares de Vitis vinifera se incrementa
de forma significativa (Krisa et al., 1999). También se ha observado que fenilalanina
puede actuar como un inductor de transcripcién de genes que codifican para enzimas
involucradas en la sintesis de antocianinas, como chalcona sintasa, en esta misma
especie (Kakegawa et al., 1995). La adicién fraccionada de concentraciones bajas de
fenilalanina mostré ser més efectiva para la sintesis de antocianinas en cultivos celulares
de fresa (Fragaria ananassa) que cuando se adicioné una cantidad mayor tnicamente al
momento del establecimiento (Edahiro etal., 2005).

Ademds, se ha visto que la adicién de dcidos carboxilicos al medio de cultivo causa
cambios en los patrones de antocianinas en cultivos celulares de zanahoria silvestre
(Daucus carota spp. carota) a causa de acilacién, formandose compuestos con colores
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mas estables (Dougall etal., 1998). Los dcidos carboxilicos se estarian uniendo al azticar
de la antocianina y actuando, por lo tanto, como una especie de precursor de las nuevas
antocianinas formadas.

UsSO DE REGULADORES DE CRECIMIENTO

Los reguladores de crecimiento juegan un papel importante en el desarrollo de plantas,
determinando patrones de crecimiento, desarrollo de érganos, arquitectura de la planta
y diferenciacién celular (Gaspar et al., 2003). Dado el amplio rango de efectos de los
reguladores de crecimiento sobre las plantas, se ha investigado también la participacién
que estos tienen sobre la produccién de metabolitos secundarios en cultivos celulares.
Ozekiy Komamine, 1986, utilizando cultivos celulares de zanahoria, lograron identificar
el efecto inhibidor de auxinas, principalmente del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D), sobre la produccién de antocianinas. Al afadir 2,4-D a cultivos celulares pro-
ductores de antocianinas que habian cesado su crecimiento, se logré activar de nuevo
la divisién celular, pero inmediatamente desaparecié la acumulacién de antocianinas.
En concordancia, cultivos de camote comenzaron a sintetizar antocianinas cuando
fueron transferidos a medio desprovisto de 2,4-D (Nozue et al., 1993). El acido gibe-
rélico (AGs) y el 4cido abscisico también mostraron tener un efecto inhibidor, similar al
de auxinas. Para el caso de citoquininas, la respuesta fue distinta, ya que todas las que
se evaluaron (zeatina, kinetina, isopentenil adenosina, benciladenina [BAP] y 4 piridil-
fenilurea) promovieron un aumento en la sintesis de antocianinas en cultivos de zana-
horia (Ozeki y Komamine, 1986). Contrario a los resultados anteriores, Mizukamiet al.,
1988, observaron un incremento en la sintesis de antocianinas, sumado a un aumento
en el crecimiento, en callos de Hibiscus sudariffa, utilizando 1 uM de 2,4-D. La combi-
nacién de esta auxina con kinetina también estimuld, en esta especie, la sintesis de estos
pigmentos en mayor grado que sélo con auxina. El AGs, por otra parte, se comporté de
la misma manera que en zanahoria, ya que demostré tener también, un efecto inhibidor
sobre la sintesis de antocianinas en Hibiscus sudariffa (Mizukami et al., 1988).

Se observé produccién de antocianinas en suspensiones celulares de fresa (Fragaria
ananassa cv. Shikinari) cultivadas en medio LS (Linsmaier y Skoog, 1965) desprovisto
de reguladores de crecimiento. Sin embargo, al agregar 2,4-D o BAP se logré aumentar
la sintesis de antocianinas, y al utilizar estos reguladores en combinacién, se llegé a tener
un aumento de siete veces la produccién del pigmento obtenida en el medio libre de
reguladores (Mori et al., 1994).

Callos de Oxalis linearis presentaron una reduccién en la produccién de antocianinas al
agregarse dcido naftalenacético al medio, en concentraciones de 8-32 pM. Al utilizar 2,4-
D en concentraciones bajas (2 pM) se documenté la mayor produccién de los pigmentos
y, utilizando concentraciones altas, el efecto se volvié inhibitorio. En este estudio, las
citoquininas (zeatina, tidiazuron y BAP) también resultaron tener un efecto inductor sobre
la produccién de antocianinas, al ser utilizadas a una concentracién de 8 pM, en
combinacién con la misma concentracién de 2,4-D (Meyer y van Staden, 1995).
Utilizando kinetina en el medio de cultivo de suspensiones celulares de Vaccinium phalae se
logré inducir la sintesis de antocianinas. Sin embargo, después de mdltiples subcultivos
en este medio, las células perdieron o disminuyeron su capacidad de producir estos pig-
mentos. Al sustituir kinetina por BAP se logrd, de nuevo, inducir la sintesis de antocianinas,
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e incluso se llegd a tener un aumento de tres veces en la produccién total de las mismas,
y una produccién mas temprana en el ciclo de cultivo de estas suspensiones. Este aumento
en la produccién de antocianinas al utilizar BAP, a diferencia de otros sistemas de pro-
duccién de metabolitos secundarios, no se dio a expensas del crecimiento celular, ya que
este también se vio incrementado al usar esta citoquinina (Fangetal., 1998). Sin embargo,
la respuesta puede depender de la especie, como se observé en Campotheca acuminata,
usando estos mismos reguladores, ya que la produccién de antocianinas que se obtuvo
utilizando kinetina, fue significativamente mayor que cuando se utilizé BAP. En este estu-
dio también se encontré un efecto positivo sobre la produccién de antocianinas al utilizar
2,4-D, como se habia informado anteriormente en otras especies y al combinarlo con
kinetina se llegd a obtener la concentracién mds alta de estos pigmentos (Pasqua et al.,
2005). A pesar de esto, el 2,4-D también presenté efectos represivos sobre la produccién
de antocianinas en cultivos celulares de Vitis sp. (Yamakawa et al., 1983). Por ello no es
posible establecer una tendencia general clara de la respuesta ante los distintos regula-
dores de crecimiento.

USO DE INDUCTORES Y FACTORES DE ESTRES

El término inductor, en inglés elicitor, hace referencia a una molécula o un estimulo que
induce la sintesis y la acumulacién de sustancias, que por lo general tienen efectos anti-
microbianos o antiestrés en células vegetales. Las plantas, como organismos sésiles, se
valen de este tipo de mecanismos para responder ante el estrés causado por agentes
patégenos, de los cuales no pueden escapar (Yoshikawa et al., 1993). Gran parte de la
investigacién sobre este tema se ha concentrado en dilucidar este tipo de mecanismo
de defensa de las plantas, desde la percepcidén de la sefial, hasta la cadena de eventos
que se derivan y su respectiva regulacién (Hahn, 1996). Estrechamente relacionada con
esta respuesta de la planta ante condiciones de estrés, estd la produccién y acumulacién
de metabolitos secundarios, que viene dada por uno o varios estimulos que funcionan
como inductores. Los mecanismos que perciben y regulan este tipo de sefiales son
complejos, y su comprensién es de suma importancia para la optimizacién y produc-
cién comercial de metabolitos secundarios (Zhao et al., 2005).

La produccién in vitro de antocianinas puede ser potencializada utilizando inductores y
factores de estrés. Dada la conocida actividad antimicrobiana de estos pigmentos
(Lachman y Hamouz, 2005; Zhao et al., 2009), se han utilizado cultivos fiingicos como
inductores para promover su sintesis en varias plantas. En callos in vitro de Daucus carota
se utilizaron extractos de cultivos de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium notatum
y Fusarium oxysporum, asi como filtrados de los medios en que crecian estos hongos. La
respuesta de los cultivos fue distinta ante cada hongo, y en los tratamientos con A.
flavus se logré aumentar al doble la produccién de antocianinas. En el filtrado del medio
de este hongo también se logré detectar un aumento en la concentracién de estos
pigmentos, aunque no tan alto como con el extracto del hongo (Rajendranetal., 1994).
En estudios posteriores con inductores flingicos se observé cémo el calcio jugé un papel
preponderante en lo que se refiere a la respuesta de células vegetales a estas sustancias.
Al aumentar los niveles de calcio en el medio, en presencia del inductor fiingico, los ca-
llos de D. carota produjeron mayor cantidad de antocianinas, que los que tenfan calcio
en proporciones normales. Al usar sustancias que bloquean los canales de sodio en
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estos callos se observé una produccién disminuida de antocianinas y reduccién en el
crecimiento, comprobdndose que el calcio es pieza clave en |a respuesta a este tipo de
inductores flingicos (Sudha y Ravishankar, 2003a).

En estudios similares con D. carota, utilizando extractos celulares y filtrados del cultivo
de bacterias y levaduras, se ha observado que la respuesta de los callos varia de acuerdo
con la bacteria o levadura utilizada y con la concentracién final del inductor en el medio.
Se pudo determinar que para estos callos los extractos de la levadura Rhodotorula rubra
fueron los que dieron mejores resultados, aumentando al doble la concentracién de
antocianinas en los cultivos. En este mismo estudio se probé el efecto de distintos
metales (Ca, Mg, Fe, Zn, Co y V) sobre la produccién de antocianinas en los callos y se
observé que el calcio era el que tenfa el mejor efecto (Suvarnalatha et al., 1994).
Ademds del uso de organismos patogénicos como inductores en la produccién de me-
tabolitos secundarios, se han utilizado también extractos de algas, como en el caso de
Spirulina platensis, un tipo de cianobacteria, usada en la industria como suplemento
alimenticio por su alto valor nutricional. Esta cianobacteria contiene un pigmento azul,
conocido como ficocianina, dentro del complejo de captacién de luz tipico de las Ila-
madas cominmente algas verde-azuladas. Este pigmento fue utilizado en callos de D.
carota para aumentar la sintesis de antocianinas en callos pigmentados. Se probaron
distintas concentraciones del inductor y se llegé a obtener un aumento del doble de la
produccién de estos pigmentos en callos (Rao et al., 1996).

Los azdicares poseen la capacidad de actuar como moléculas de sefializacién y su
concentracién en un tejido puede llevar a activar o desactivar determinados genes. Por
lo tanto su capacidad de actuar como inductores para la sintesis de antocianinas
también ha sido estudiada. Utilizando Arabidopsis thaliana, se demostré regulacidn
positiva especifica de sacarosa, independiente del efecto osmético que pudiera tener,
sobre la produccién de antocianinas (Solfanelli et al., 2006). Sin embargo, en Ceratonia
siligua se encontré que el efecto positivo de la concentracién de azdcares en el medio
sobre la cantidad de antocianinas producidas fue mds bien de naturaleza osmética
(Vinterhalteretal., 2007). Un aumento en la sintesis de antocianinas fue observado por
Sudha y Ravishankar, 2003b, al cultivar callos de Daucus carota en presencia de metil
jasmonato y dcido salicilico, sustancias relacionadas con la respuesta a estrés y la
activacién de mecanismos de defensa en plantas, respectivamente.

A pesar de que el pH es un factor critico en el cultivo in vitro de plantas, se le ha dado
poca importancia en el estudio de la produccién de metabolitos secundarios. Sin
embargo, en un estudio con fresa (Fragaria ananassa), se descubrié el potencial de este
factor en la produccién de antocianinas. Al aumentar el pH en cultivos de suspensiones
celulares se obtuvo mayor pigmentacién en las células. Cuando se utilizé un pH de 8,7
la concentracién de antocianinas alcanzé su méximo a los nueve dias de cultivo. Sin
embargo, en los dias subsiguientes la concentracién de antocianinas disminuyé debido
a la lisis y la muerte de muchas células (Zhang y Furusaki, 1997).

La adicién de medio de cultivo condicionado con el filtrado de medio en el que estaban
creciendo cultivos celulares de Fragaria ananassa productores de antocianinas, logré inducir
la produccién de este pigmento en cultivos celulares de Rosa hybrida que normalmente no
lo producian. Este es un indicio, de que cultivos en los que se estan produciendo antociani-
nas podrian liberar al medio sustancias que acttien como inductores (Sakuraietal., 1997).
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El éxido nitroso puede llegar a ser una sustancia muy dafina para plantas, dado su
efecto inhibidor sobre la fotosintesis. A pesar de esto, se pudo observar que al exponer
discos de hojas de Pisum sativum a nitroprusiato de sodio, una sustancia productora de
6xido nitroso, en presencia de luz, se dio una acumulacién de antocianinas, que coinci-
dié con una reduccién drastica de la fotosintesis de estas hojas (Ganjewalaetal., 2008).

TRANSFORMACION CON Agrobacterium rhizogenes

El uso de cultivos celulares indiferenciados (callos) para la produccién de metabolitos
secundarios tiene la gran limitante de que estos cultivos pueden ser genética o epigené-
ticamente inestables, y ademds tienden a tener rendimientos bajos. Un método alter-
nativo ha sido la generacién in vitro de raices en cabellera, en inglés hairy roots, utilizando
Agrobacterium rhizogenes. Este método ha resultado muy prometedor, dada la estabilidad
genética y bioquimica de estas raices, asi como el crecimiento rdpido que presentan
(Giri y Narasu, 2000).

La produccién de metabolitos secundarios in vitro cobra mayor importancia cuando la
especie de la que estos se podrian extraer estd en peligro de extincién, y no puede ser
recolectada en condiciones silvestres pues esta bajo algtin sistema de proteccién. Este
es el caso de Leontopodium alpinum, de la familia Asteraceae, pues es muy escasa, y para
realizar estudios fitoquimicos con ella fue necesario recurrir a la produccién in vitro de
raices en cabellera. En estos cultivos se reporté la presencia de antocianinas, la cual se
vio aumentada en forma considerable (en un 70%) cuando se pusieron a crecer en un
medio con 0,5 mg/L de BAP (Hook, 1994).

Explantes de hoja de Ipomea batatas cv. Ayamurasaki transformados con A. rhizogenes
A13 produjeron antocianinas, con una tendencia a incrementar la concentracién del
pigmento conforme se aumentaba la concentracién de sacarosa en el medio (Nishiyama
y Yamakawa, 2004). También se ha determinado que el medio PRL-4C (Gamborg,
1966) favorecié la produccién de antocianinas en estos cultivos. En la oscuridad se ha
visto que también se produce el pigmento, pero sélo utilizando mayor concentracién
de azicar, y no en la misma concentracién que en los cultivos expuestos a la luz.
Ademds, se ha podido determinar que cultivos de raices en cabellera producen mayor
cantidad de pigmento en medio sélido PRL-4C expuestos a la luz que en medio liquido
PRL-4Cy en oscuridad. Esta es una evidencia adicional de la importancia de la seleccién
del medio y las condiciones de cultivo para la produccién de antocianinas (Nishiyama
y Yamakawa, 2004).

En cultivos de raices en cabellera de Lobelia chinensis, una campanuldcea medicinal del
este asidtico, expuestos a luz, se encontré la presencia de las antocianinas cianidin 3-
O-glucésido y cianidin-3-0-rutinisido. La produccién de estos pigmentos en los cultivos
se vio favorecida en los medios Gamborg B5 (B5) y en root culture (RC), medios con
una relacién alta de NOs-/NHa+, y en los cuales también se habia reportado ante-
riormente buen rendimiento en la produccién de clorofila (Tada et al., 1996).

CONCLUSIONES

A pesar de que los cultivos celulares de origen vegetal pueden producir gran cantidad
de metabolitos secundarios, la produccién comercial de los mismos aun es un reto. La
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falta de conocimiento de las vias metabdlicas de muchos de los procesos enzimaticos
es la barrera mds importante que estd impidiendo el desarrollo comercial en la pro-
duccién de metabolitos secundarios in vitro. También se han mencionado algunos
problemas técnicos y bioldgicos intrinsecos de células vegetales, como su gran tamafio
si se les compara con microorganismos, su alta sensibilidad a la agitacién y su baja
tasa de crecimiento, que son responsables de la poca cantidad de procesos industriales
en los que se utilizan para la produccién de metabolitos secundarios (Dornenburg y
Knorr, 1995).

En el caso de las antocianinas, existen incluso residuos vegetales de los cuales se pueden
extraer estos compuestos a un costo muy bajo, como por ejemplo de la vid (Kammerer
etal., 2004). Lo anterior hace que el uso de cultivos in vitro como fuente de este tipo de
pigmentos no sea actualmente una alternativa econémicamente viable. Sin embargo, los
altos rendimientos de produccién de antocianinas obtenidos en varios trabajos, hacen
pensar que el escalamiento de estos procesos, para llevarlos a nivel industrial, es posible
(Rao y Ravishankar, 2002).
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