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Introducción. El cultivo in vitro de Uncaria tomentosa (Ut)
(Rubiácea; uña de gato) representa una alternativa
biotecnológica para la producción de alcaloides oxindólicos
monoterpénicos (AOM) con actividad farmacológica (1). En
las plantas, la biosíntesis de alcaloides, como la de otros
metabolitos secundarios, se relaciona con la diferenciación
celular. Una característica de la diferenciación de las
suspensiones celulares puede ser el desarrollo de agregados
celulares más grandes y compactos. Al respecto, Hoekstra
(2) reportó que agregados de Cinchona ledgeriana de 3-6
mm de diám. producen quinina y quinidina. Asimismo,
agregados de Catharanthus roseus de 3-7 mm producen 2
veces más alcaloides que suspensiones finas (3).
Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
inducir en las suspensiones celulares de U. tomentosa la
formación de agregados y evaluar su capacidad para producir
AOM en comparación a suspensiones finas.

Metodología. A partir de una suspensión fina verde (SFina)
de Ut (agregados de diám.<0.5 mm) subcultivada en medio
MS con 2,4-D/KIN (C) en luz continua (150 µmol/m2s), se
indujeron agregados >5 mm manipulando componentes del
medio de cultivo. Como factores de inducción se probaron:
1) sustitución de 2,4-D por ANA; 2) sustitución de KIN por
BAP y 3) aumento de KNO3. El cuadro 1 resume los medios
de cultivo probados. Los agregados de >5 mm se
seleccionaron con tamices y se subcultivaron cada 14 días.
Después de 20 subcultivos, se evaluaron sus características
(friables o compactos), tamaño y AOM por rHPLC (1).

Resultados y discusión. La transferencia de SFina a los
medios: 2, 2N, 3 y 3N (con ANA) provocó la oxidación y
muerte de las células por lo que se descartaron (cuadro 1).
En los medios 1N, 4 y 4N se desarrollaron agregados verdes
de 2-3 mm diám., a partir del 4º subcultivo. En el medio 4
(2,4-D/BAP), los agregados fueron compactos en
comparación a los formados en 1N y 4N, que fueron friables
y fácilmente disgregables. Al 6º subcultivo, en el medio 4 se
logró establecer una suspensión con agregados compactos de
5 mm-2 cm diám (SAgregada) de color verde. El medio 4
difiere del control (C) en la sustitución de KIN por BAP, lo
que sugiere que el aumento en la agregación se debe
principalmente al cambio en la citocinina. Este resultado
concuerda con lo observado en Cinchona ledgeriana (2) y
Catharanthus roseus (3), en donde el BAP indujo la
formación de agregados de 3-7 mm.

Cuadro 1. Efecto del medio de cultivo sobre SFina
KIN
µM

BAP
µM

2,4-D
µM

ANA
µM

KNO3

µM
Observaciones

C 10 10 39 Agregados<0.5 mm y
friables

1N 10 10 62 Agregados>0.5 mm y
friables

2 10 10 39.4 Oxidación y muerte
2N 10 10 62.2 Oxidación y muerte
3 10 10 39.4 Oxidación y muerte
3N 10 10 62.2 Oxidación y muerte
4 10 10 39.4 Agregados >>>>5 mm y

compactos
4N 10 10 62.2 Agregados >0.5 mm y

friables

La línea celular con agregados (0.5 mm-2 cm) verdes y
compactos (SAgregada) acumuló 31 µg AOM/g ps, el 100%
en el medio de cultivo. Mientras que SFina (control con
KIN) sólo produjo trazas de AOM (cuadro 2).

Cuadro 2. Producción de AOM en agregados celulares de Ut
AOM

Línea celular Citocinina µg/g ps µg/l
SFina (<0.5 mm) control KIN Trazas Trazas
SFina (<0.5 mm) BAP 0 0
SAgregada (>5 mm) BAP 31 125

Para discriminar si la mayor producción de AOM en
SAgregada se debió a la agregación y no a la sustitución de
KIN por BAP, se cultivó SFina con BAP (por 2 subcultivos)
y no hubo producción de AOM (cuadro 2). Por lo anterior, la
producción de AOM en SAgregada es atribuible al desarrollo
de agregados diferenciados (>tamaño y compactos) de Ut y
no al cambio en el regulador de crecimiento.
Conclusiones. La sustitución de KIN por BAP indujo el
desarrollo de agregados diferenciados de U. tomentosa. La
diferenciación estuvo relacionada con mayor producción de
AOM.
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