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1. RESUMEN

El cultivo vegetal in vitro se presenta como una alternativa atractiva en cuanto a produccién eco-
sostenible de metabolitos secundarios de interés comercial frente a los métodos tradicionales de
produccién. Sin embargo, debido a su complejidad y costes es necesario optimizar el cultivo para
el metabolito secundario de interés y lograr el mayor rendimiento posible. En el presente trabajo
se tratan los factores extrinsecos de la produccion de metabolitos secundarios en cultivo in vitro
vegetal. La produccidon se suele dividir en dos etapas: la primera enfocada al crecimiento de la
biomasa y la segunda a la produccion del metabolito secundario de interés. Se enumeraran los
factores que influyen en cada etapa y se mencionaran ejemplos concretos de aplicacién. Por
ultimo, se citaran otras estrategias industriales para aumentar el rendimiento total como es la
elicitacién, la inmovilizacién, la permeabilizacidn, la adicién de precursores y la extraccién in
situ.

PALABRAS CLAVE: cultivo vegetal in vitro, metabolitos secundarios, medio de cultivo, productos
naturales, elicitores, optimizacion del cultivo.

ABSTRACT

Plant cell culture systems are an attractive alternative in terms of sustainable organic production
of secondary metabolites of commercial interest compared to traditional production methods.
However, due to its complexity and costs it is necessary that the production of the secondary
metabolitee of interest achieves the highest yield. In the present work, extrinsic factors for the
improvement of production in plant in vitro culture will be treated. Production is usually divided
into two stages: the first stage is focused on biomass and the second stage on the secondary
metabolite accumulation. These factors are listed and some specific application examples are
mentioned. Finally, other industrial strategies to increase the total yield will be cited, such as
elicitation, immobilization, permeabilization, precursor feeding and in situ extraction.

KEYWORDS: plant cell culture, secondary metabolites, culture media, natural products, elicitors,
culture optimization.

2. INTRODUCCION

Las plantas, inmdviles y carentes de sistema inmune, han evolucionado para poder adaptarse de
forma ventajosa a su habitat, para ello producen una gran cantidad y diversidad de productos
organicos, que no parecen tener una funcién directa en el crecimiento y desarrollo. Por el
contrario, estos compuestos sirven para defenderse del estrés biotico y abiético e interactuar
con el resto de seres vivos; pueden actuar como disuasorios nutritivos como los glucosinolatos, o
contra virus, hongos y bacterias (fitoalexinas), contra el crecimiento de otras plantas (sustancias
alelopaticas) o incluso asegurar la reproduccion atrayendo a los polinizadores. En cuanto al
estrés abiodtico pueden actuar como proteccidn frente a especies reactivas de oxigeno o ante el
exceso de radiacién UV como lo hacen los carotenoides. (Arbona, Matias, de Ollas, & Gomez-
Cadenas, 2013). Estos compuestos fueron denominados por A. Kossel en 1891 “metabolitos
secundarios”. Algunos metabolitos secundarios tienen una distribucién restringida en el reino
vegetal. Es decir, se encuentran en una sola especie vegetal o grupo de especies relacionadas, por
ello tienen interés taxonémico. No es facil establecer una divisién entre metabolitos secundarios
y primarios. Por ejemplo, el aminoacido prolina (C5) es un metabolito primario, mientras que su
analogo molecular C6, el acido pipecolico es un alcaloide. (Ahmed, Ashrad, & Khan, 2017)
-3-
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El metabolismo primario, proporciona un nimero de moléculas de los cuales parten las rutas
mas importantes del metabolismo secundario, entre las que cabe destacar el acido siquimico
(ruta del acido siquimico), el acetato (ruta del acetato-mevalonato y ruta del acetato-malénico) o
los aminoacidos. También existen metabolitos secundarios de sintesis mixta, destacan los
flavonoides formados por la ruta del acido siquimico y del acetato mevalonato. Ademas ciertas
variaciones en las rutas del metabolismo primario pueden dar metabolitos secundarios, como es
el caso de variaciones en la ruta de las pentosas-fosfato son la fuente de los aztcares
encontrados en los glucésidos cardiotonicos. (Pifiol, Palazén, & Cusid6, 2008).

Basado en su origen biosintético, los metabolitos secundarios, se dividen en tres grandes grupos:
los alcaloides, los provenientes de derivados fendlicos (fenilpropanoides) y los terpenoides.
(Leyva & Navarro-Tovar, 2011)

Algunos ejemplos de los tres grupos serian:

- Alcaloides: entre otros, clasificados por su origen, encontramos los derivados del
triptéfano como la ergotamina.

- Terpenoides: carotenoides, compuestos volatiles de los aceites esenciales y
cardendlidos.

- Fenoles: lignanos, el acido fendlico, las cumarinas, ligninas y flavonoides.

hv | Mono, oligo v polisacaridos

b

fotosintesis

»
L

Eritrosa-4 fosfato Glucosa

Y
Heterdsidos

I Fosfoenol piruvato |

% |

Fenoles, quinonas,
Shiguimato 3 acidos grasos
. Piruvato
Flavonoides, |: b
taninos

—

Acetil CoA

J Poliacetatos

Shiquimatos

Ciclo de Krebs <

Mevalonato

Cinamatos, lignanos,
cumarinas, quinonas

Pirimidinas

Aminodacidos

v
Aceites esenciales,

Proteinas A terpenos, carotenos,
Alcaloides | g cardenélidos

Figura 1 Esquema general de la biosintesis de metabolitos primarios y secundarios en plantas.
Figura tomada de (Leyva & Navarro-Tovar, 2011)

Las plantas medicinales deben sus propiedades curativas a su capacidad para sintetizar y

acumular estos compuestos. Todas las culturas desde tiempos ancestrales han valorado las

propiedades de las plantas medicinales y actualmente son el principal recurso farmacéutico para

dos tercios de la poblacién mundial. (JD, SK, & JT, 2007). Por otro lado, la industria farmacéutica,
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se ha interesando en proveer farmacos a partir de sus productos o sintetizar estructuras
inspiradas en sus metabolitos. Ademas de principios activos (codeina, morfina, paclitaxel), las
plantas proveen al ser humano de productos naturales que actian como agentes saborizantes y
colorantes (antocianinas, betalainas, astaxantina, azafran), pesticidas (nicotina y stricnina) y
cosméticos (lavanda, romero y aloe) (Ochoa-Villarreal, Howat, & al., 2015).

Debido al uso industrial y tradicional mas del 20% de las especies de plantas aromaticas y
medicinales se encuentran amenazadas en distinto grado. Dos tercios de las 50,000 especies de
plantas medicinales actualmente en uso son recolectadas de la naturaleza, por lo que preocupa
cada vez mas la disminucidn de poblaciones, la perdida de diversidad genética, las extinciones
locales, y la degradacion de habitats. En estos casos, los productos naturales pueden ser
reabastecidos mediante, produccidn heteréloga, sintesis quimica total, o semisintesis a partir de
precursores mas abundantes en la naturaleza, o la aplicaciéon de cultivo in vitro de células o
tejidos vegetales. (Atanasov, Waltenbergere, & Pferschy, 2015).

- Recoleccidn de la naturaleza: ademas de las desventajas enumeradas arriba, la produccién se ve
limitada por la velocidad de crecimiento (asi, un arbol del género Taxus tarda en madurar 30
anos). Por otro lado, existen especies que no han sido domesticadas por lo que no pueden ser
cultivadas en agricultura extensiva. Por tltimo, la molécula activa suele estar en concentraciones
bajas de <1% del peso seco de la planta. (Atanasov, Waltenbergere, & Pferschy, 2015)

- Sintesis quimica total: tiene principalmente dos desventajas. Debido al tamafio de las moléculas
y a que la actividad bioldégica depende de la regio-especificidad y de los centros estereoquimicos
de los productos naturales, la sintesis es compleja. Implica gran cantidad de pasos sintéticos, que
en muchas ocasiones resultan en mezclas racémicas, por lo que se tienen bajos rendimientos.
Este hecho lo ilustra la sintesis del Taxol, un antineoplasico, cuyo rendimiento final es del
0.002%. La segunda desventaja de la sintesis quimica total es que suele requerir solventes y
reactivos derivados del petrdleo para las propias reacciones y la purificacién de los
intermediarios y de los productos de reaccion. Cuando actualmente la reduccion del uso y la
importancia del reciclado de los petroquimicos es una prioridad mundial. (Wu & Chappel, 2008).

- Semisintesis a partir de precursores: esta estrategia se basa en obtener un precursor mas
abundante en la planta que este presente en la ruta biosintética de nuestro metabolito de interés.
Una vez extraido del material vegetal se realizan las reacciones necesarias para obtener el
metabolito deseado. Suele ser mas viable econémicamente que la sintesis total. (Ochoa-
Villarreal, Howat, & al., 2015)

- Produccién heterdloga: la produccién de los metabolitos secundarios vegetales en levaduras o
bacterias representa una alternativa. La tecnologia de los fermentadores, facilmente escalable,
tiene la ventaja de proveer sistemas enzimaticos enantioselectivos. Los hospedadores mas
utilizados son Escherichia coliy Saccharomyces cerevisiae.

- Cultivos in vitro vegetales: representan una alternativa atractiva en cuanto a produccién eco-
sostenible de metabolitos secundarios de interés comercial frente a los métodos tradicionales.

Entre las ventajas del cultivo in vitro vegetal encontramos:

a) El metabolito de interés puede ser producido en cualquier lugar del mundo con un
control estricto de la calidad y de la produccion.
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b) Independencia de fluctuaciones medioambientales y geograficas.

c) Garantia de materia prima vegetal no contaminada, ya que las células vegetales estan
libres de microorganismos, herbicidas, pesticidas y fungicidas.

d) Conservacion de plantas en peligro de extincidn.
e) Los ciclos de crecimiento son de semanas en lugar de aflos como en la naturaleza.

Actualmente existen dieciocho compafias que se dedican a producir con cultivos vegetales in
vitro productos naturales y a comercializarlos. Principalmente para aplicaciones farmacéuticas y
alimentarias. (Ochoa-Villarreal, Howat, & al, 2015). Es esencial en estas industrias
biotecnolégicas mantener los costes por debajo del coste de un cultivo a gran escala. La
complejidad del cultivo vegetal in vitro, junto con los costes de esterilizacién y cultivo en
biorreactores, hace que la aplicaciéon de estas nuevas tecnologias sea exclusivamente para
producir compuestos de gran valor afadido. (Ramirez-Estrada, y otros, 2016)

Hoy en dia, s6lo catorce sustancias derivadas de plantas se producen comercialmente en cultivo
in vitro vegetal, destacando el paclitaxel de Taxus spp. Otros ejemplos de productos cuya
produccion industrial es viable son la shikonina y la berberina. Esto se debe en parte a que se
debe investigar mas el metabolismo secundario y su regulacién en cultivos in vitro. Por otro lado,
muchos metabolitos no llegan a acumularse en cultivos de células vegetales debido a la falta de
diferenciacién y compartimentacién (Atanasov, Waltenbergere, & Pferschy, 2015). Pues la
biosintesis de los metabolitos secundarios suele estar restringida a fases especificas del
desarrollo tanto del organismo (ciclo ontogénico) como de células especializadas (histogénesis y
organogénesis) y a periodos de estrés causados, por ejemplo por la deficiencia de nutrientes, por
factores ambientales o por el ataque de microorganismos. Esto se debe a la produccion de
enzimas dependiente de fase. Por lo que conocer la idiosincrasia de cada especie a la hora de
promover la produccion de un determinado metabolito en condiciones in vitro es importante.
(Torres, Martin, & Saco, 2018)

Figura 2 Algunos ejemplos de metabolitos secundarios disponibles comercialmente: a) Vanillina de Vanilla
panifolia; b) Artemisina, antimaldrico de Artemisia annua; c) Morfina, analgésico de Papaver somniferum; d)
Camptotecina, antineoplasico de Camptotheca acuminata; e) Paclitaxel, antineoplasico de Taxus spp. Figura tomada
de (Wilson & Roberts, 2012)

En 1902, Gottlieb Haberlandt propuso la idea de cultivar células individuales vegetales. Aunque
fue incapaz de inducir la divisidn celular es reconocido como el fundador de la ciencia del cultivo
in vitro vegetal. Actualmente, los cultivos de células vegetales pueden generarse a partir de
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cualquier planta mediante aislamiento del tejido vegetal. Las células vegetales son totipotentes
fisiol6gicamente hablando, lo que significa que cada célula en el cultivo retiene la informacién
genética completa para producir toda la diversidad quimica de la planta parental de la que
procede sin importar su funcién o posicion en ella y tiene la potencia de poder regenerar una
planta entera. Asi, los explantos (células o tejidos separados de la planta) son esterilizados con
un tratamiento quimico y son colocados en un medio sélido de crecimiento que esta formulado
con los nutrientes y hormonas del crecimiento necesarias para cada especie. Con la composicion
correcta, los explantos proliferan hasta convertirse en un callo de células desdiferenciadas, que
puede ser seleccionado por su produccion del compuesto de interés, para luego ser aislado y
transferido a un medio liquido para crear un cultivo de células en suspensiéon o a un medio
semisolido.

Los cultivos de o6rganos diferenciados de raices, brotes y embriones también son creados y
mantenidos in vitro. Los cultivos de érganos vegetales producen cantidades parecidas a lo que
produce la planta entera pero los gastos son prohibitivos a gran escala. (Verpoorte et al., 2002).
Los cultivos de raices son generados mediante infecciéon del material vegetal con Agrobacterium
rhizogenes, de esta manera, crecen muchisimo mas rapido que los cultivos de raices sin infectar y
sin necesidad de afiadir fitohormonas, por tanto pueden adaptarse al cultivo en biorreactor. (Giri
and Narasu, 2000; Srivastava and Srivastava, 2007).

Existen varios tipos de cultivo in vitro:

- Los cultivos de células en suspension:

Proceden del callo. En este tipo de cultivos es facil controlar parametros fisico-quimicos
como aporte de oxigeno, luz, temperatura y pH. Tienen la desventaja de que la producciéon de
metabolitos secundarios es poco homogénea, debido a la inestabilidad y variabilidad genética
de las células. Por ello para establecer el cultivo a gran escala, la seleccién de lineas celulares
de alta produccién de biomasa y alto rendimiento debe hacerse previamente. El acceso
uniforme a los nutrientes se facilita con el medio liquido pues favorece la distribucion
homogénea de las células pero se pueden formar agregados de células que tengan dificultado
el acceso. Debido a que se puede modificar la diferenciacidn y la comunicacion intracelular no
seria la mejor opcidn el cultivo en suspension cuando los metabolitos se biosintetizan y/o
acumulan con el concurso de distintos tipos de células; o bien si requieren células
diferenciadas especificas (existen células en distintos grados de diferenciacion).

- Los cultivos de raices en cabellera (hairy roots)

Constituyen un sistema alternativo al cultivo in vitro de raices. Debido a que el ciclo de desarrollo
es mas corto la produccion es mas rapida. Se basa en la inoculacion de una bacteria del suelo
denominada Agrobacterium rhizogenes que alberga un plasmido inductor de raices denominado
Ri. La secuencia de T-ADN se transfiere a la célula vegetal, integrandose y expresandose en la
planta. Las células transformadas se desarrollan desordenadamente, se forman raices con alta
tasa de crecimiento y se da la ramificacion masiva de las mismas sin aporte hormonal. Haciendo
uso de este tipo de cultivo entre otros ejemplos, se han producido alcaloides tropanicos de
Atropa belladona L.

-Cultivos de tejidos. Micropropagacion.

La micropropagacidn consiste en propagar plantas de calidad uniforme a partir de un genotipo
selecto en un ambiente artificial controlado, empleando un medio de cultivo adecuado. Puede
-7-
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realizarse a través de tres vias de regeneracion: brotacion de yemas adventicias preexistentes,
produccién de yemas de novo y embriogénesis somatica. La embriogénesis somatica, consiste en
el desarrollo de embriones a partir de células que no son el producto de una fusién gamética, o
en otras palabras, es un proceso por el cual se produce una estructura bipolar (embrion) a partir
de una célula somatica. Esto es posible gracias a la propiedad de totipotencia. (Sofia Olmos, pags.
351-355) Con la micropropagacion se ha conseguido por ejemplo la regeneracion de plantas de
Aloe barbadensis. (Garro-Monge, 2008)

Especie Metabolito Tipo de cultivo
. Artemisina Callos

Artemisa annua
Atropa belladona Alcaloides Raices

o e Glucosidos cardioténicos Brotes
Digitalis minor

, , Taxoides Suspensiones celulares

Taxus chinensis

Tabla 1 Ejemplos de algunos metabolitos secundarios obtenidos de distintos tipos de cultivo “in vitro”. Tabla
adaptada de (Pérez-Alonso & Jiménez, 2011)

3. OBJETIVO

Se trata de examinar los disefios experimentales que se emplean en la produccién industrial de
metabolitos secundarios en cultivo in vitro vegetal, profundizar en la produccién de cultivos en
biorreactor, asi como esclarecer los factores extrinsecos claves en cada etapa y las estrategias
industriales para aumentar el rendimiento en metabolitos secundarios.

4. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del trabajo se realizé una busqueda bibliografica utilizando las bases de datos
de PUBMED, Science Direct y en CISNE, que es el catalogo automatizado de la Biblioteca
Complutense basado en Worldcat Discovery, el mayor catdlogo colectivo de bibliotecas del
mundo. También se procedié a realizar bisquedas en revistas cientificas, articulos cientificos
relacionados con los temas desarrollados, paginas web especializadas y libros de texto. Algunas

» «

de las palabras de busqueda mas empleadas fueron: “plant cell culture”, “secondary metabolites”,

” o« » o« » o« » o«

“culture media”, “natural products”, “media strenght”, “elicitors”,“culture optimization”.

5.RESULTADOS Y DISCUSION

1. DISENOS EXPERIMENTALES PARA HALLAR LAS CONDICIONES OPTIMAS.

Para estudiar la producciéon de metabolitos secundarios en cultivo in vitro vegetal, se comienza
estudiando a nivel de laboratorio la especie de interés.

-8-
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Generalmente para encontrar las condiciones de cultivo 6ptimas se ha estudiado el efecto de un
solo factor, dejando el resto de los factores sin modificar. La desventaja de este enfoque es que
no permite identificar las interacciones entre factores coexistentes que pueden aumentar o
inhibir la productividad, pero es muy eficiente en las primeras aproximaciones. En lugar de esto,
se pueden emplear disefios estadisticos experimentales a gran escala para determinar el impacto
de distintos factores nutricionales y fisicos simultdneamente usando disefios multifactoriales. El
modelo de optimizacién se acerca mas a la realidad y beneficiara al futuro proceso industrial.
Ejemplo de ello, es el trabajo de Vasilev et al. en el que optimizaron la produccién de geraniol en
cultivo de células de tabaco en suspension. Se realiz6é un disefio experimental aleatorizado que
contaba con setenta y dos experimentos individuales, en los cuales habia una combinacién de
siete variables independientes (factores extrinsecos). Se vio tres respuestas: peso de la biomasa,
contenido en geraniol y rendimiento en geraniol. También estudiaron las interacciones
significativas entre factores, por ejemplo, el efecto sinérgico de la luz y la sacarosa.

Factor Nivel Abreviacién Tabla 2. Se pueden ver cinco de las siete variables y
sus abreviaturas asf como los niveles de cada factor.
Luz 11.50 umol/cm2/s Light - Tabla adaptada de (Vasilev, Schmitz, Gréomping,

. Fischer, & Schillberg, 2014)
35,62 ymol/cm2/s Light+

Frecuencia | 140 rpm SF-
+
de agitado 180 rpm SF
Densidad 0,75g IS-
del in6culo 140g IS+
Volumen 15 mL FV-
de llenado 20 mL FVO
25mL FV+
Carbohidrat | Sacarosa SucC
0
Glucosa GLUC
D-Manitol MANNIT
100 Sue
90
=
2 80 FV-
= i 15+ Glue
T 0l e | , ‘ oy | R
8 Luzht-l - J F\"O‘ ot g%ﬁ
2 60 k B pv Grafica 1. Se muestra el modelo del rendimiento de geraniol (pgramo
. geraniol/ 50mL de Erlenmeyer en agitacién) en geraniol tiene como
> factores mas determinantes la sacarosa, el volumen de llenado del
40 biorreactor, seguido de la densidad del in6culo, y este de la intensidad
w0 _— luminica. Grafica tomada de (Vasilev, Schmitz, Gromping, Fischer, &

Schillberg, 2014)
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2. EL CULTIVO EN BIORREACTOR

La suspension celular se utiliza para la produccion a gran escala de compuestos de interés
industrial en birreactores, en condiciones parecidas a las células microbianas. El sistema de
produccion de cultivos celulares vegetales suele desarrollarse en dos etapas, una enfocada a la
biomasa y una segunda a la produccién de metabolitos. Cada cual tendra sus condiciones
optimas.

Los sistemas de cultivo en biorreactores pueden ser:

a) Continuos; el material se alimenta y se recoge de forma continuada, se mantiene
tiempos prolongados la biomasa, aunque no es recomendable por la separacidn entre
produccién de biomasa y de metabolitos secundarios.

b) Discontinuos; que permite después de un periodo de produccién de metabolito

estimable a partir de la curva de crecimiento, recoger las células para proceder a la
extraccion del metabolito formado y acumulado. (Torres, Martin, & Saco, 2018)

n 1 w

s0

MS1
MS

BlOMASA
CONCENTRACION

GO

TIEMPO
Grafica 2. Evolucion del crecimiento celular y de la produccidon de metabolitos secundarios formados en
cultivo in vitro. I, fase de latencia; II, fase exponencial; IIl fase estacionaria; IV, fase de caida. GO,
crecimiento inicia; SO, sustrato inicial; MS produccién de metabolito; MS1 producciéon de metabolito
secundario con patrdn disociado. Grafica tomada de (Torres, Martin, & Saco, 2018)

Cuantificacién de la biomasa. La biomasa puede medirse como volumen celular sedimentado

(sedimented cell volume, SCV), peso himedo celular (fresh cell weight, FCW ) o peso seco
celular (dry cell weight, DCW). (Park, Kim, & Kang, 2004). De esta manera la biomasa en cultivos
en medio liquido obtenida como peso seco, se expresa con las unidades: g DW L-1-El peso seco
se puede obtener pesando tras secado en estufa o liofilizacion.

Cuantificacién del crecimiento. El crecimiento se puede expresar por el aumento de volumen, de

peso humedo o de peso seco, o variaciones de longitud o didmetro, si queremos medir el
crecimiento de una raiz, o un brote en un tiempo. La velocidad de crecimiento (Aw/ t) resulta de
la medida de la variaciéon (Aw) expresada por unidad de tiempo.

Cuantificacién del metabolito. De forma resumida se procede en tres pasos: aislar, identificar y
cuantificar. Por el ejemplo, se puede liofilizar el material vegetal, pesar y obtener a partir de este
un extracto del material vegetal. A partir de este los componentes de la mezcla se separan con
cromatografia liquida de alta precision (HPLC) y se procede a la cuantificaciéon con técnicas
espectrofotométricas (con una solucién patrén del metabolito puro). Se requieren productos
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coloreados para estas técnicas por lo que muchas veces se deberan hacer reaccionar los
metabolitos secundarios con reactantes que generen productos coloreados que puedan ser
medidos por espectrofotometria en la region visible del espectro electromagnético.

3. DESCRIPCION DE FACTORES EXTRINSECOS EN LA PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Los factores del cultivo in vitro que van a ser descritos pueden tener una influencia directa en la
productividad bien en términos de acumulacién de biomasa como o en cuanto a la biosintesis de
metabolitos secundarios.

Tras la obtencién del explanto a partir de la planta madre se obtiene un callo, y de este se realiza
el cultivo de células en suspension. Para este ultimo, existen factores que son clave como la
fuerza ionica del medio basal, los niveles de fosfato y nitrato, la cantidad y tipo de fuentes de
carbohidratos, los factores de crecimiento, y la adicién de precursores (Niranjana Murthy, Lee, &
Paek, 2014). Ademas hay factores fisicos que influyen en el cultivo como son; la densidad del
indculo, la temperatura, la cantidad y calidad de la luz, el pH, la agitaciéon y la aireacidn.
(Atanasov, Waltenbergere, & Pferschy, 2015). Por ultimo, encontramos estrategias industriales
para aumentar el rendimiento total como es la elicitacion, la inmovilizacién, la permeabilizacién
o la adicién de precursores.

Obtencidn de explantos a partir de plantas madre y seleccidn de lineas celulares productivas

Cualquier cultivo se debe iniciar con la seleccién del material de alto rendimiento para obtener
un explanto adecuado. Se debe seleccionar por su fenotipo y teniendo en cuenta en qué etapa de
su ciclo ontogénico se encuentra. El explanto, obtenido en condiciones asépticas (para ello se
utilizan varios agentes desinfectantes, solos o en combinacion) se traslada, preservando el
mismo ambiente, a un medio de cultivo s6lido con una composicion quimica y relaciéon
fitohormonal de auxina/citoquinina adecuada para el establecimiento del cultivo de una masa de
ceélulas indiferenciadas conocida como callo. Los callos pueden ser propagados
indefinidamente por subdivision y son los callos que se disgregan con facilidad (friables) los mas
adecuados para el establecimiento de suspensiones celulares con miras a la produccién de
metabolitos secundarios. Por tanto los callos friables se transfieren a matraces con medio liquido
y agitador orbital. (Pérez Navarro, 2008)

De estas células, previamente aisladas e identificadas, se pueden seleccionar las lineas celulares
de interés: el procedimiento implica la siembra de las células en placa de agar, y se seleccionan
en funciéon de los ensayos de biomasa y rendimiento en metabolitos secundarios. Las lineas
celulares seleccionadas se cultivan de nuevo en suspension y se transfieren a un pequeiio
biorreactor para mayor crecimiento celular y produccién de biomasa, y cuando este no es
suficiente se transfiere a un segundo biorreactor de mayor volumen. (Torres, Martin, & Saco,
2018)

OPTIMIZACION DEL MEDIO

Influencia del medio nutritivo v fuerza iénica.

Las formulaciones de Gamborg (B5 1968), Linsmaier y Skoog (LS 1965), Murashige y Skoog (MS
1962), y Schenk y Hildebrandt (SH 1972) han sido ampliamente utilizadas para el cultivo de
células y 6rganos vegetales in vitro. La seleccion del medio adecuado es imprescindible.
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Las plantas terrestres toman del suelo los componentes esenciales de su biomasa. A excepcion
del carbono. Macronutrientes y micronutrientes son incorporados desde la solucién salina del
suelo hasta el interior de las células donde son almacenados, metabolizados o trasportados a
otras células tejidos u 6rganos. (Fernandez, Garcia Sanchez, & Maldonado, 2008). Los nutrientes
se clasifican en micronutrientes y macronutrientes segun la cantidad que requieran en términos
generales las plantas. Asi los macronutrientes son requeridos en grandes cantidades y
constituyen un 0,1% del peso seco (1000 mg Kg1) y lo micronutrientes constituyen el 0,05% del
peso seco (500 mg Kg1).

Las plantas contienen pequefias cantidades de 90 elementos quimicos pero solo dieciséis de
estos son esenciales; se denominan esenciales en cuanto a que su deficiencia implica la muerte.
(Epstein y Bloom, 2005) Son considerados macronutrientes: Hidréogeno (H), Oxigeno (O),
Carbono (C), Nitrégeno (N), Potasio (K), Fésforo (P), Azufre (S), Calcio (Ca) y Magnesio (Mg). Los
micronutrientes son: Cloro (Cl), Hierro (Fe), Boro (B), Manganeso (Mn), Zinc (Z), Cobre (Cu),
Niquel (Ni), Molibdeno (Mo). (Chesworth, 2007).

El que haya tantos elementos esenciales implica que determinar la combinacién 6ptima se
convierta en un proceso dificil. Por ello fue tan importante tener como punto de partida el medio
MS, pues aun no siendo optimo para muchos tejidos, muchos crecen en este en distinto grado.
(Randall & Terrence ], 2007)

Tras elegir un medio, la reduccién de la fuerza iénica del medio se realiza mediante dilucion y
ademas se pueden adicionar suplementos. Por ejemplo en el cultivo de raices adventicias del
ginseng el maximo de biomasa se obtuvo con un medio MS de 0.75 de fuerza idnica, mientras que
el medio MS de 0.5 de fuerza i6nica dio lugar a mayor rendimiento y a mayor contenido en
ginsenosido. (Sivakumar & Yu, 2005)

Sales principales (macronutrientes)| Sales menores (micronutrientes) Vitaminas

Nitrato de amonio (NH4NO3) 1,650 mg/1 Acido bérico (H3B0s3) 6.2 mg/1 i-Inositol 100 mg/1

Cloruro de calcio (CaClz - 2H20) 440 mg/1 | Cloruro de cobalto (CoClz - 6H20) 0.025 mg/1 | Niacina 0.5 mg/1

Sulfato de magnesio MgSOsx - Sulfato cuprico (CuSO4 - 5H20) 0.025 mg/1 Piridoxina -

7H20) 370 mg/1 HCI 0.5 mg/1
Sulfato ferroso (FeSO4 - 7H20) 27.8 mg/1

Fosfato de potasio (KH2P04) 170 mg/1 Tiamina - HC1 0.1 mg/1
Sulfato de manganeso (MnSO4 -

Nitrato de potasio (KNO3) 1,900 mg/1 4H20) 22.3 mg/1 Glicinas 2 mg/1

Yoduro de potasio (KI) 0.83 mg/1

Molibdato de sodio (NazMoOx -
2H20) 0.25 mg/1

Sulfato de zinc (ZnSO4-7H20) 8.6 mg/1

NazEDTA - 2H20 37.2 mg/

Tabla 3. Medio MS comercial de Probiotek. Tabla adaptada de (Probiotek S.A, 2017)

Influencia de la fuente v concentracién de carbohidratos

La sacarosa ha sido utilizada como fuente de carbono principal y componente importante en la
biosintesis de metabolitos secundarios en cultivos de tejidos y células vegetales. Otros
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carbohidratos empleados solos o en combinacién son: la glucosa, la fructosa y la manosa. La
velocidad del crecimiento de la biomasa se correlaciona con el consumo de carbohidratos y
también la producciéon de metabolitos, pero puede ser que requieran distintas concentraciones.
Por ejemplo en cultivos celulares de Ginkgo biloba la concentracion de sacarosa del 3 % era
adecuada para la acumulacién de biomasa, mientras que para la producciéon de ginkgoélidos y
bilobalidas se favorecia con concentraciones mas altas de sacarosa (entre 5y 7% ) (Park, Kim, &
Kang, 2004).

La sacarosa puede ejercer también estrés osmético afectando al metabolismo. El estrés osmotico
causado por la sacarosa se estudid en cultivos de células en suspension de Vitis vinifera,
concluyendo que regulaba la producciéon de antocianidinas. (Do and Cormier 1990) (Murthy,
Kim, & Park, 2014)

Influencia de la fuente de nitrégeno.

Las plantas toman el nitégeno preferentemente como NOs3- (que de forma natural se encontraria
en el suelo aireado) y también, pero de forma secundaria como NH4*. La asimilacién del
nitréogeno consta de tres etapas: absorcion, reduccién del nitrato a amonio, incorporacién del
amonio a esqueletos carbonados (denominado asimilacién del amonio) (Maldonado, 2008). Las
formulaciones de los medios MS, LS o B5 tienen fuentes tanto de nitrato como de amonio. La
produccion de metabolitos se ve afectada sobretodo por el ratio amonio/nitrato y los niveles
totales de nitrégeno.

Como ejemplo, tenemos el experimento del efecto del distinto ratio NH4/NOs- en cultivos de
brotes de Bacopa monnieri, la mayor produccién de biomasa y de bacésido A se obtuvo cuando la
concentracion de NO3- era mayor a la de NH4 (en un ratio de 14.38/37.60 mM). (Naik et al. 2011)
(Murthy, Kim, & Park, 2014). En cuanto al nitrégeno total se ha observado que la reduccién del
nitroégeno total induce la produccién de capsaicina en Capsicum frutescens y de antraquinonas en
Morinda citrifoli y de antocianinas en especies de Vitis (Yamakawa et al., 1983; Yeoman et al,,
1980; Zenk et al., 1975) (Ramachandra Raoa & Ravishankarb, 2002)

Influencia de los niveles de fosfato

El fosforo se encuentra en la planta como ion fosfato, se absorbe en la naturaleza
preferentemente como H2PO4- en suelos acidos y como anidn divalente HPO4 2 en suelos basicos.
No se reduce como el nitrato, permaneciendo en forma libre o en compuestos organicos, como es
el caso del ATP o el ADP donde forma enlaces anhidridos llenos de energia, desempefiando un
papel importante en el metabolismo energético. Asimismo, forma parte de los acidos nucleicos y
los fosfolipidos. (Bonilla, 2008).

Tanto el aumento como su reduccion en el medio puede tener un efecto notable sobre la
produccion de metabolitos secundarios. Al duplicar la concentracion de fosfato en el medio MS
se aumentd la produccion de metabolito para las especies: Gymnema sylvestre en cultivo celular
(dcido gimnémico) y Lavandula vera en cultivo de células en suspensién (acido rosmarinico). En
cambio, se encontré que la privacion de fosfato en cultivos en suspension de células de Vitis
vinifera y de Coffea arabica aumenta la sintesis de antocianinas y cafeina respectivamente.
(Murthy, Kim, & Park, 2014)
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Influencia de los niveles de hormonas del crecimiento

Tanto el cultivo de células, el de raices o de brotes requiere fitohormonas exdgenas. En el cultivo
de raices en cabellera no es esencial pero se mejora la produccién. Merece la pena nombrar que
el descubrimiento de las fitohormonas dio lugar al dogma central del cultivo in vitro de tejidos
vegetales; este describe que el ratio endogeno de citoquinas respecto a auxinas determina la
naturaleza de la regeneracion (Skoog and Miller, 1957). De esta manera, mayores
concentraciones de citoquinas respecto a auxinas en el explanto favorece la regeneracion del
brote, y mayores concentraciones de auxina respecto a citoquinas favorece el crecimiento de la
raiz; el ratio intermedio favorece la formacion del callo. Normalmente se pone un exceso de
fitohormonas en el medio (10-7-10->M) para asegurar la concentraciéon endoégena. La
optimizacién de la concentracion hormonal en el medio para aumentar la produccion del
metabolito secundario de interés se determina empiricamente con experimentos previos.
(Prakash P. & Chiang Shiong, 2012)

-Auxinas. La forma predominante en las plantas es el acido indolacético (IAA). Otras
formas naturales de auxinas son el acido 4-cloro-indolacético (4-Cl- IAA), acido
fenilacético (PAA), acido indol butirico (IBA) y el acido indol propidnico (IPA). El analisis
de algunos acidos fenoxiacéticos con actividad auxinica, llevé al descubrimiento del 2,4-
diclorofenoxiaceético (2,4-D). A partir de éste se desarrollaron, el acido 2-metoxi, 3,6-
dicloro benzoico (dicamba), el acido 2,4 dicloro- fenoxibutiirico (2,4-DB), el acido 2-
metil, 4-cloro fenoxiacético (MCPA) y el acido 2,4,5- triclorofenoxiacético (2,4,5-T)
(Jordan & Casaretto, 2006). Como ejemplo de la aplicaciéon de auxinas tenemos que tras
suplementacién con el acido indolacético se aument6 la produccién de nicotina en
cultivos de células en suspension de la planta de tabaco.

-Citocinas: La mayoria de las citocininas naturales y artificiales conservan la base
adenina, aunque a las segundas se les ha ligado diversas moléculas, generandose asi, la
benciladenina (BA) o la furfurilaminopurina (kinetina). Posteriormente se sintetiz6, sin
la base adenina, el tidiazurén (TDZ). (Jordan & Casaretto, 2006). Como ejemplo, la
adicion de benciladenina (BA) ha demostrado aumentar la produccién de saponinas en
el ginseng. (Murthy, Kim, & Park, 2014)

-Giberelinas: En 1955 se aislé del hongo Gibberella fujikoroi el acido giberélico (hoy
GA3), este hongo cuando infecta a las plantas de arroz produce un incremento en altura y
fue esto lo que llevo a su investigacion. Se descubri6 que las GAs estaban ampliamente
distribuidas en muchas especies de plantas, provocando principalmente efectos
especificos sobre el crecimiento. Son diterpenos tetraciclicos acidos. (Iglesias & Talon,
2008). Su accion en la produccion de metabolitos secundarios es especie especifica.
(Murthy, Kim, & Park, 2014)

Influencia de la densidad del in6culo

Existe una densidad de indculo critica por debajo de la cual fracasa la instauracién del cultivo
células u organos en un nuevo medio. Un indculo de gran tamafio puede contribuir a la
eliminaciéon o disminucién de la fase de latencia (Jeong, Park, Ryu, Hwang, & Woo, 2004). En
general suele tener el efecto de producir mayor de biomasa. (Vasilev, Schmitz, Gromping,
Fischer, & Schillberg, 2014)
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OPTIMIZACION DEL AMBIENTE DEL CULTIVO

Influencia de la temperatura

El rango de temperaturas en el que se suelen mantener los cultivos de células y 6rganos
vegetales es de 17-25°C. Sin embargo, cada especie tiene temperaturas Optimas para el
crecimiento y para determinadas rutas biosintéticas (Murthy, Kim, & Park, 2014). Los regimenes
de temperaturas suelen acompafar a un ciclo de luz establecido.

Yu et al. En el 2005 estudio6 el crecimiento del cultivo de raices en cabellera del ginseng con
distintos regimenes de temperatura (13/20, 20/13, 25/25,y 30/25 °C en ciclos dia y noche 16/8
h); la mayor producciéon de biomasa se obtuvo con la incubacion a 20/13 °C pero la mayor

produccion de ginsendsidos totales se optimizé a 25/25 °C. (10.5 mg g'1 of DW). (Yu, Murthy,
Hahn, & Paek, 2005)

Influencia de la intensidad v calidad de la luz

La luz solar es la fuente primaria de energia para la vida sobre la Tierra, sin embargo, la
fotosintesis se puede realizar con cualquier fuente de luz visible (por ejemplo una ldmpara
incandescente o fluorescente o una LED). El espectro electromagnetico esta constituido por
ondas de distinta frecuencia, v (o distinta longitud de onda A =1/v) y la radiacién luminosa
abarca una franja, que va desde los 400 nm a los 700 nm, se sitia entres las radiaciones
ultravioletas y las infrarrojas. La luz esta compuesta por paquetes elementales de energia
denominados fotones, de modo que un fotén individual interacciona con una molécula. Cada
foton tiene una energia propia, que corresponde con su longitud de onda especifica. La luz se
suele medir con la unidad de energia “electrones voltio” (eV). 1eV=1.60222x10-19] . (de las
Rivas, 2008)

La luz es la fuente de energia para la fotosintesis y determina otros procesos fisioldgicos como la
produccion de metabolitos secundarios o la morfogénesis, muy influenciados por ritmos
circadianos.

Para la produccién de metabolitos se han usado sobre todo ldmparas fluorescentes. En los
ultimos veinte afnos se ha extendido el interés en los laboratorios de cultivo in vitro vegetal por
las lamparas LED pues es una herramienta util para estudiar el efecto de la luz porque permite
control de la intensidad y emitir patrones espectrales especificos. Recientemente distintos
estudios han confirmado los efectos de la calidad de la luz en la produccién de metabolitos
secundarios.

En el trabajo de (Yu, Murthy, Hahn, & Paek, 2005) se vio que las raices en cabellera del ginseng
que habian crecido en la oscuridad o bajo luz roja tuvieron mas crecimiento de biomasa, sin
embargo la mayor acumulacion de ginsendsidos fue bajo luz fluorescente.

Influencia de la concentracién de iones de hidrégeno

El pH del medio suele fijarse en valores entre 5y 6 (antes del autoclave). La concentracion de
iones de hidrégeno cambia a lo largo del cultivo debido a el consumo de nutrientes y a la
acumulacién de metabolitos. En este sentido, McDonald and Jackman (1989) report6 la
disminuciéon y el aumento del pH causado por la asimilacion de amonio y nitrato
respectivamente. El pH 6ptimo para la produccién de biomasa y de metabolito debe estudiarse,
y puede ser distinto respectivamente.
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En otro orden de ideas, debido a que cambiar el pH del medio resulta en cambios en la
permeabilidad de membrana y en la liberacién del metabolito secundarios al medio de cultivo se
utiliza como técnica de recuperacién del metabolito en la produccién continua en biorreactor.
Tal como se probd con la obtencion de betalainas de Beta vulgaris, estas se liberan al medio en
un pH de 5.5, tras una corta exposicion a este pH se continda con el crecimiento de las
raices. (Mukundan et al. 1998) (Murthy, Kim, & Park, 2014)

Influencia de la agitacién v de la aireaciéon

La agitacion es un parametro importante tanto en cultivos en matraz como a gran escala en
biorreactor. La mezcla promueve la transferencia de nutrientes entre la fase liquida y gaseosa y
las células u drganos. Las caracteristicas diferenciales de las células vegetales sobre las
microbianas son entre otras, el mayor tamano, presencia frecuente de agregados celulares, bajos
requerimientos de aireacién y acumulacion intracelular y extracelular del metabolito
secundario. Tales diferencias se traducen en una rapida sedimentacién celular (tamafio y
agregacion) y mayor sensibilidad a la rotura por corte (por lo que requiere de baja velocidad de
agitaciéon) mayor permeabilizacion y liberacion in situ. Los tipos de biorreactores difieren
principalmente en la aireacion y la agitacidn. Se dividen en agitacion mecanica, que tienen palas
agitando y con zona de alta turbulencia, y aquellos con agitacion neumatica en los que la
agitacion es producida por una inyeccion de aire. En los segundos se evita el riesgo del efecto
corte. (Torres, Martin, & Saco, 2018)

4. ESTRATEGIAS PARA INCREMENTAR LA PRODUCCION DEL METABOLITO

Una vez que se ha obtenido la produccién de de biomasa, para estimular la sintesis de
compuestos secundarios se utiliza: la elicitacién, el suministro de nutrientes y la adicién de
precursores, la permeabilizacion, la inmovilizacion y la extraccion in situ del metabolito.

Elicitacién

Los metabolitos secundarios se acumulan en respuesta a distintos factores de estrés bidticos
(cémo patdgenos o insectos) y abidticos (como son temperatura, salinidad, radiacion o metales
pesados). Estas condiciones estresantes se perciben, se procesan, se amplifican e integran en
rutas de transmision de la informacion y finalmente regulan la expresion génica. Se denominan
“elicitores” a los factores estresantes (Dornenburg and Knorr 1995), y ha sido una herramienta
ampliamente utilizada para provocar la sobreproduccidon de metabolitos secundarios en cultivos
vegetales. En la elicitacion influyen las concentraciones del elicitor (si es quimico), la duracién de
la exposicion y la edad del cultivo en ese momento. El mecanismo de defensa que produce el
elicitor es resultado de la compleja interaccion del elicitor con la célula y la induccién de genes.
(Ramirez-Estrada, y otros, 2016)

a) Elicitores biéticos:

-Hormonas vegetales: metil jasmonato (MeJA), acido salicilico (SA),
derivados del acido salicilico y brasinoesteroide.

-Elicitores derivados de microorganismos: extractos obtenidos de bacterias,
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extractos de levaduras, extractos de hongos, proteinas de origen fingico y de
origen bacteriano.

-Fragmentos de la pared vegetal: quitina y quitosano, oligosacarinas.
-Otros: péptidos de sefializacion vegetal y ciclodextrinas.

b) Elicitores abidticos: pueden ser fisicos o quimicos. Se pueden citar: temperaturas
extremas, la anaerobiosis, salinidad, sales concretas (HgClz, KCI, iones de Zn entre
otras), que supongan condiciones de estrés para la especie dada.

La podofilotoxina empleada por sus acciones citototéxicas y antivirales, es un ejemplo de
metabolito secundario cuya produccion mejora mucho si se elicita con metil jasmonato.
(Ramirez-Estrada, y otros, 2016)

Suministro de nutrientes

Reponer el biorreactor con medio nutritivo nuevo cada cierto tiempo (por ejemplo cada 10 dias
tras el inicio del cultivo) se ha visto como una estrategia efectiva en ciertos cultivos. (Murthy,
Kim, & Park, 2014)

Adicién de precursores

Los precursores son moléculas que al incorporarse en determinadas rutas biosintéticas
favorecen la produccién de un metabolito concreto. Pueden ser moléculas propias de la ruta o
moléculas de la ruta biosintética con alguna modificacién. Tras ser afiadidos al medio pueden
metabolizarse en el medio intracelular, extracelular o acumularse en la vacuola. La
degradacion puede disminuir su disponibilidad y su aprovechamiento depende de la actividad
de enzimas implicadas en la sintesis del metabolito. Los diferentes compuestos de interés
pueden tener distintos precursores y distintas rutas metabdlicas. Por ejemplo, los fenoles se
pueden sintetizar por la via de los policétidos (via del acetato malonato) y por la via del acido
siquimico, o pueden tener una biosintesis mixta. Por lo tanto puede haber muchos
precursores distintos, que se incorporen en distintos pasos o en distintas vias que convergen
en la produccién del metabolito de interés. El conocimiento de la metabolémica de la especie
vegetal y la compartimentacion de la sintesis, es necesario para saber como intervenir en la
produccion y como extraer el metabolito secundario de interés. La sintesis de hiperincina se
puede favorecer utilizando la emodina-antrona como precursora. (Murthy, Kim, & Park, 2014)

Figura 3 Biosintesis de hipericinas en H.mperforatum. PKS polyketide synthase type III, Hyp-1
Hypercium perforatum phenolic oxidative coupling protein, +hv indica fotoactivacién. Tomada
de (Murthy, Kim, & Park, 2014). (Siguiente pagina)
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Permeabilizacién

Es comun que los productos formados se acumulen en las vacuolas. Para liberarlos, se deben
penetrar dos barreras: la membrana plasmatica y el tonoplasto (barrera de la vacuola). La
permeabilizacion celular consiste en formar poros en una o mas membranas de la célula vegetal
para permitir la liberacion de moléculas. Este proceso puede monitorizarse midiendo la
actividad de enzimas del metabolismo primario como son la hexoquinasa o la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (Brodelius, 1988b). Se procura que la permeabilizacion sea transitoria para
mantener la viabilidad celular. Existen muchos agentes permeabilizantes: solventes 6rganicos
comosuch isopropanol, dimetilsulféxido (DMSO), o el chitosan. Otros métodos de
permeabilizacion incluyen la ultrasonicacion y la electroporacién. (Ramachandra Raoa &
Ravishankarb, 2002)

Inmovilizaciéon

El cultivo de células inmovilizadas mejora la produccién industrial de metabolitos secundarios
de interés. Se consigue con la inclusién de células en suspensidon en matrices poliméricas de
distintos compuestos. Hay distintas técnicas de inmovilizacidn, tales como: oclusién en gel por
red idnica (alginato, carragen etc), oclusiéon en gel por precipitacion (agar), oclusion por
polimerizacién (poliacrilamida) y oclusiéon en estructuras preformadas (fibras, espumas de
poliuretano).

Las mayores ventajas son:

a) Puede mantenerse durante mayor tiempo en los biorreactores porque hay mayor estabilidad
del cultivo, menor tasa de crecimiento y proteccién mecanica.

b) La mejor comunicacién celular favorece las relaciones metabdlicas y la manipulacion, la
extraccion y recogida del producto es mas facil. (Torres, Martin, & Saco, 2018)
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Extraccién in situ del metabolito.

La inhibicién por feedback, la degradacién enzimatica o no enzimatica del producto en el medio
o a volatilidad de las sustancias puede hacer que el rendimiento de la produccién sea bajo. En
estos casos se puede afladir un material en que el metabolito se pueda acumular como puede ser
un segundo sélido o una fase al medio acuoso. La extracciéon o secuestro del metabolito en un
compartimento no biolégico puede incrementar la produccién total. (Ramachandra Raoa &
Ravishankarb, 2002)

6. CONCLUSIONES

Las plantas medicinales, tienen propiedades que la ciencia desgrana, y asocia a compuestos
particulares. La necesidad de abastecimiento de estos compuestos, principios activos y otros
con diversas aplicaciones, ha llevado a desarrollar industrialmente el cultivo in vitro vegetal.

Conocer los factores extrinsecos éptimos del cultivo in vitro, el metaboloma y su regulacidn, y
las biotransformaciones, junto con el conocimiento empirico industrial, ha permitido ampliar
el nimero de especies cuya produccién de metabolitos secundarios esta optimizada.

Entre las ventajas del cultivo in vitro tenemos la independencia de factores externos
(nutricionales, edafoclimaticos, geograficos o estacionales), el control de las condiciones
durante la produccién y extraccion, de acuerdo a estandares de calidad y de rendimiento mas
uniformes en comparacion al aislamiento fitoquimico de plantas enteras. De esta manera hay
mayor capacidad de produccién a gran escala capaz de abastecer al mercado. En muchos casos
es mas sostenible que la sintesis quimica o partiendo de plantas enteras pues reduce el riesgo
de extincion de las especies.

Como desventaja del cultivo in vitro observamos que_no todos los compuestos son producidos
en células indiferenciadas en igual cantidad y calidad que los obtenidos en las plantas madres.
Esto es debido a que muchos metabolitos se sintetizan integrados a eventos de diferenciacion.
Otros factores como la inestabilidad fisiol6gica y genética que pueden conllevar una perdida del
producto en el tiempo. Ademas existen otros problemas asociados a la produccién comercial
como la baja productividad, la inestabilidad de las lineas celulares y la dificultad para realizar el
escalado de la produccion (Pérez-Alonso & Jiménez, 2011)

Es necesario por tanto, conocer en profundidad las peculiaridades de cada especie y de la
biosintesis del metabolito secundario de interés. Pues cada factor puede modificar de manera
distinta para cada especie o metabolito concreto y es dificil generalizar. Por otro lado, ademas
del conocimiento que da la optimizacion industrial existe la investigacion en el campo de la
fisiologia vegetal en la naturaleza, que puede orientar al investigador industrial sobre el ciclo
ontogénico de la especie y las condiciones favorables de produccion del metabolito secundario.
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