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Introduccién. El cultivo in vitro de Uncaria tomentosa (Ut)
(Rubidcea; ufa de gato) representa una alternativa
biotecnol égica para la produccion de alcaloides oxinddlicos
monoterpénicos (AOM) con actividad farmacolégica (1). En
las plantas, la biosintesis de alcaloides, como la de otros
metabolitos secundarios, se relaciona con la diferenciacion
celular. Una caracteristica de la diferenciacién de las
suspensiones celulares puede ser el desarrollo de agregados
celulares més grandes y compactos. Al respecto, Hoekstra
(2) reportd que agregados de Cinchona ledgeriana de 3-6
mm de diam. producen quinina y quinidina. Asimismo,
agregados de Catharanthus roseus de 3-7 mm producen 2
veces més al cal oides que suspensiones finas (3).

Con base en lo anterior, € objetivo de este trabgo fue
inducir en las suspensiones celulares de U. tomentosa la
formacién de agregados y evaluar su capacidad para producir
AOM en comparacion a suspensiones finas.

M etodologia. A partir de una suspension fina verde (SFina)
de Ut (agregados de diam.<0.5 mm) subcultivada en medio
MS con 2,4-D/KIN (C) en luz continua (150 pmol/m?s), se
indujeron agregados >5 mm manipulando componentes del
medio de cultivo. Como factores de induccién se probaron:
1) sustitucion de 2,4-D por ANA; 2) sustitucion de KIN por
BAPy 3) aumento de KNOs. El cuadro 1 resume los medios
de cultivo probados. Los agregados de >5 mm se
seleccionaron con tamices y se subcultivaron cada 14 dias.
Después de 20 subcultivos, se evaluaron sus caracteristicas
(friables o compactos), tamafio y AOM por rHPLC (1).

Resultados y discusion. La transferencia de SFina a los
medios: 2, 2N, 3y 3N (con ANA) provocé la oxidacion 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 diam., a partir del 4° subcultivo. En el medio 4
(2,4-D/BAP), los agregados fueron compactos en
comparacién alos formados en 1N y 4N, que fueron friables
y facilmente disgregables. Al 6° subcultivo, en €l medio 4 se
logro establecer una suspension con agregados compactos de
5 mm-2 cm didm (SAgregada) de color verde. El medio 4
difiere del control (C) en la sustitucién de KIN por BAP, lo
gue sugiere que € aumento en la agregacién 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
formacion de agregados de 3-7 mm.

Cuadro 1. Efecto del medio de cultivo sobre SFina

KIN BAP 24-D ANA KNO;  QObservaciones
um um um um um

C 10 10 39  Agregados<0.5 mmy
friables

IN 10 10 62  Agregados>0.5 mmy
friables

2 10 10 394 Oxidaciony muerte

2N 10 10 622 Oxidaciony muerte

3 10 10 394 Oxidaciony muerte

3N 10 10 622 Oxidaciony muerte

4 10 10 394  Agregados>5mmy
compactos

4N 10 10 622  Agregados>0.5mmy
friables

La linea celular con agregados (0.5 mm-2 cm) verdes y
compactos (SAgregada) acumulé 31 ug AOM/g ps, € 100%
en e medio de cultivo. Mientras que SFina (control con
KIN) solo produjo trazas de AOM (cuadro 2).

Cuadro 2. Produccién de AOM en agregados celulares de Ut

n g AOM
Lineacelular Citocinina GORS ol
SFina (<0.5 mm) control KIN Trazas Trazas
SFina (<0.5 mm) BAP 0 0
SAgregada (>5 mm) BAP 31 125

Para discriminar s la mayor produccion de AOM en
SAgregada se debi6 a la agregacion y no a la sustitucion de
KIN por BAP, se cultivd SFina con BAP (por 2 subcultivos)
y no hubo producciéon de AOM (cuadro 2). Por lo anterior, la
produccion de AOM en SAgregada es atribuible al desarrollo
de agregados diferenciados (>tamafio y compactos) de Ut y
no al cambio en € regulador de crecimiento.

Conclusiones. La sustitucion de KIN por BAP indujo €l
desarrollo de agregados diferenciados de U. tomentosa. La
diferenciacion estuvo relacionada con mayor produccion de
AOM.
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