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Resumen 

RESUMEN 

El cultivo de células y tejidos in vitro, es una de las alternativas para la identificación de 

nuevos compuestos ó incrementar la producción de compuestos ya conocidos que sean 

de utilidad para la humanidad. El objetivo del trabajo fue producir biomasa de las especies 

Morinda royoc L, Psidium guajava L var “EEA18-40” y Morus alba L var “Criolla” 

empleando distintos sistemas de regeneración in vitro para determinar el perfil de 

producción de metabolitos en la biomasa producida in vitro y plantas en campo mediante 

la técnica combinada de cromatografía líquida-espectrofotometría de masa. Se pudo 

comprobar en todas las especies en estudio que el contenido de agua es mayor en el 

material vegetal obtenido en los sistemas de cultivo in vitro con relación a las muestras 

obtenidas de plantas cultivadas en campo o invernadero. En la especie Morinda royoc el 

cultivo de brotes es el sistema de cultivo in vitro más factible para la producción de 

biomasa con mayor contenido de materia seca comparado con el cultivo de callos y 

células. Los rendimientos de los extractos en todas las especies en estudio fueron 

siempre mayores en los sistemas de cultivo in vitro en comparación con los obtenidos en 

plantas en campo o invernadero y son mayores a medida que la diferenciación es menor 

(brotes, callos y suspensiones celulares). En la especie Morinda royoc se obtuvo el más 

amplio espectro de compuestos en el cultivo de callos y suspensiones celulares, en 

comparación con las muestras de hojas de plantas en invernadero y brotes multiplicados 

in vitro. En esta especie los perfiles de compuestos detectados en plantas de invernadero 

y brotes in vitro fueron similares, mientras que en Psidium guajava y Morus alba los 

perfiles de expresión entre muestras de hojas de campo y brotes in vitro fueron distintos, 

lo que demuestra que cada genotipo reacciona de forma distinta al cultivo in vitro y por 

tanto los compuestos que se sintetizan como respuesta a estas condiciones ¨anormales¨ 

de crecimiento es distinta. Se pudo demostrar que el cultivo in vitro es una fuente 

potencial para la identificación y producción de nuevos compuestos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los metabolitos secundarios son compuestos biológicamente activos, los cuales juegan un 

papel minoritario en los procesos básicos de la vida de las plantas, pero a menudo tienen un rol 

ecológico como atrayentes de polinizadores, o son producidos como respuesta a estrés 

medioambiental así como a ataques contra microorganismos, insectos y contra depredadores 

superiores, incluso contra otras plantas (Gerth et al., 2002).  

La producción de metabolitos secundarios está estrechamente relacionada con el proceso de 

desarrollo de la planta, generalmente no está asociada al crecimiento, depende de condiciones 

determinadas de control hormonal, es paralela al desarrollo de tejidos especializados y órganos 

(raíces, tallos y hojas). La biosíntesis y acumulación suele estar fuertemente compartimentada a 

nivel intracelular, celular, de tejidos y de órganos y se produce ante situaciones de estrés o 

enfermedad (Harborne, 2000).  

Los compuestos activos obtenidos de plantas son ampliamente utilizados en la industria 

farmacéutica y cada día es mayor el número de plantas y metabolitos de interés. No obstante, la 

calidad y la cantidad de los compuestos obtenidos a partir de plantas colectadas en ambientes 

naturales o en campo son muy variables y están influenciadas por condiciones ambientales 

tales como el clima, la época, el tiempo y el suelo. Adicionalmente, la infección por 

enfermedades o plagas y la aplicación de pesticidas reduce la calidad de los compuestos 

obtenidos (Bhojwani y Razdan, 1996).  

Al utilizar el cultivo in vitro se independiza la producción de metabolitos de estos factores 

externos y permite disponer de condiciones controladas en el proceso de producción y 

extracción, además de posibilitar la obtención de nuevos compuestos no presentes en la planta 

madre (Massot et al., 2000). 

El cultivo in vitro de plantas para obtener productos naturales de alto valor puede resolver 

muchos de los problemas que se presentan a escala industrial durante la extracción de estos 

productos fitoquímicos a partir de plantas cultivadas en condiciones de campo o silvestres, 
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como es la calidad fitosanitaria del material, el requerimiento de grandes extensiones de tierra 

para la obtención de plantas completas, de las cuales sólo una parte es de interés farmacéutico 

(Dornenburg y Knorr, 1997; Gleba et al., 1999).  

Dos métodos fundamentales de cultivo de tejidos han sido utilizados para la producción de 

metabolitos secundarios de plantas, el cultivo de células y el cultivo de órganos (Bourgaud et 

al., 2001). 

Los cultivos celulares tienen la ventaja de que su manejo es similar al de microorganismos y el 

escalado de los procesos puede realizarse empleando biorreactores convencionales. Sin 

embargo, tienen un grupo de limitantes importantes como que no todos los compuestos son 

producidos por células indiferenciadas y son fisiológica y genéticamente inestables, por lo cual 

es muy común la reducción o pérdida de la capacidad de formación del producto (Steven, 1998; 

Haq, 2004).   

El cultivo in vitro de células y tejidos no sólo es una herramienta para la síntesis de productos 

naturales, sino que permite además la bioconversión de componentes de bajo valor en 

productos de alto valor. Por otro lado, muchos de estos compuestos producidos durante el 

cultivo de células no se producen en las plantas intactas (Bhojwani y Razdan, 1996; Moreno-

Valenzuela et al., 1998; Tisserat y Vaughn, 2001). 

 Adicionalmente, los cultivos de órganos son genéticamente estables, siendo posible la 

producción de los compuestos deseados mediante cultivo de brotes y raíces. Tienen la 

limitante, comparados con el cultivo de células, que los coeficientes de multiplicación son bajos 

cuando se utilizan técnicas tradicionales de cultivo de tejidos y la dificultad en el escalado 

cuando se utilizan biorreactores estándares debido a la deficiente iluminación. Algunos de los 

compuestos medicinales, localizados en tejidos morfológicos especializados u órganos de 

plantas nativas pueden ser producidos en sistemas de cultivo no solo induciendo cultivos de  
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órganos especializados sino también por el cultivo de células indiferenciadas (Vanisree et al., 

2004). 

La producción de metabolitos secundarios está bajo una estricta regulación en las células de las 

plantas por un coordinado control de factores de transcripción por genes biosintéticos (Endt et 

al., 2002; Le Gall et al., 2005). El rol y la caracterización de los factores de transcripción 

involucrados en el metabolismo secundario, han sido estudiado previamente (Mol et al., 1998; 

Memelink et al., 2001).  

La deducción del contexto biológico en que una planta dada produce determinados compuestos 

a partir de datos obtenidos por la medición de las concentraciones de metabolitos, requiere que 

la identificación y cuantificación de los mismos se realice con gran fiabilidad. Las técnicas 

analíticas tales como la cromatografía han permitido el descubrimiento de más y más moléculas 

y han sido básicas para el establecimiento de la fitoquímica (Verpoorte y Alfermann, 2000). La 

cromatografía líquida de alta resolución  (HPLC) es utilizada para la determinación de mezclas 

orgánicas complejas, esta técnica es desde hace muchos años la más aplicada para el estudio 

de compuestos naturales (Weekwerth et al., 2004; Le Gall et al., 2005). 

El fenotipo bioquímico de una planta es el resultado de la interacción entre el genotipo y el 

entorno. Por tanto, se necesita identificar y cuantificar los metabolitos para estudiar la dinámica 

del metaboloma y analizar los flujos metabólicos para encontrar cambios en las cantidades de 

metabolitos que se puedan correlacionar con el estado fisiológico y de desarrollo de una célula, 

de un tejido o de un organismo. A través de la metabolómica se puede saber el  perfil de los 

metabolitos obtenidos en concentraciones relativas, proporcionando una especie de "fotografía 

instantánea" del estado  fisiológico de las células, las cuales se pueden determinar a través de 

técnicas de espectrofotometría de masa y la cromatografía de alta resolución (Ávila, 2005). 
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Teniendo en cuenta estos antecedentes se propuso la  siguiente hipótesis: 

“El cultivo de células y tejidos in vitro, al ser un ambiente distinto al de campo abierto o 

invernadero y representar un nivel distinto de organización y diferenciación celular, puede variar 

el perfil de producción de metabolitos secundarios, lo cual permitiría la identificación de nuevos 

compuestos ó incrementar la producción de compuestos ya conocidos que sean de utilidad para 

la industria”. 

Objetivo general: 

Determinar el perfil de producción de metabolitos secundarios en distintos sistemas de cultivo in 

vitro y en plantas de campo mediante cromatografía líquida-espectrofotometría de masa  en tres 

especies vegetales de distintos usos para el hombre.  

Objetivos específicos: 

1. Producir biomasa de las especies Morinda royoc L, Psidium guajava L var “EEA18-40”  y 

Morus alba L var “Criolla” empleando distintos sistemas de cultivo in vitro.  

2. Determinar el perfil de producción de metabolitos en la biomasa producida in vitro y plantas 

de campo mediante la técnica combinada de cromatografía líquida-espectrofotometría de masa. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1.  Metabolitos secundarios. Generalidades 

Hace 200 años la química y la  biología describieron el rol de los metabolitos primarios en las  

funciones básicas de la vida como la división y crecimiento celular, respiración, almacenamiento 

y reproducción. En biología, el concepto de metabolito secundario es atribuido a Kossel (1891),  

quien fue el primero en definir que estos metabolitos tienen una actividad antagónica a los 

primarios.  

Las plantas producen sustancias destinadas a su crecimiento, como polisacáridos (azúcares y 

proteínas), los cuales son considerados compuestos del metabolismo primario. Otros 

compuestos especiales también denominados metabolitos secundarios son sintetizados por 

diferentes rutas metabólicas produciendo una inmensa variedad de estructuras químicas tales 

como alcaloides, flavonoides, coumarinas, terpenoides. Son también fuentes de 

almacenamiento de carbono y nitrógeno que retornan al metabolismo primario cuando es 

requerido por la planta, un balance entre la actividad del metabolismo primario y secundario de 

las plantas es dinámico y puede ser considerablemente afectado por el crecimiento de la planta, 

diferenciación de los tejidos, fase vegetativa y estrés ambiental (Briskin, 2000). 

Según Czapek (1921) estos productos pueden ser derivados del metabolismo del nitrógeno y 

llamados modificaciones secundarias. Comparado con las moléculas fundamentales 

encontradas en las plantas, los metabolitos secundarios pueden ser definidos por su baja 

concentración, frecuentemente menor que el 1% del carbono total o porque usualmente su 

almacenamiento ocurre en células especializadas u órganos (Bourgaud et al., 2001).   

Los metabolitos de las plantas son importantes para muchas de las respuestas de resistencia al 

ataque de patógenos, en condiciones de estrés y contribuyen al color, sabor y olor de flores y 

frutos. La enorme diversidad bioquímica que existe en las plantas hace que los metabolitos 

distintos que pueden encontrarse en plantas se estimen que sean más de 200 000. Esto hace 

que una aproximación en gran escala al estudio de los metabolitos presentes en las plantas sea 
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un tremendo reto, de ahí la necesidad de utilizar tecnologías diversas para caracterizar los 

metabolitos presentes en plantas (Ávila, 2005). 

Los compuestos secundarios de plantas son clasificados de acuerdo a su vía biosintética. Tres 

grandes familias de moléculas son considerados de forma general: fenólicos, terpenos y 

esteroides y alcaloides. Un buen ejemplo de familia de metabolitos es la que está compuesta 

por fenoles, porque estas moléculas están involucradas en la síntesis de lignina, otros 

compuestos como los alcaloides son distribuidos en el reino de las plantas y mucho más 

específicos en géneros y especies de plantas definidos (Harborne, 1999).    

Las sustancias secundarias poseen una gran diversidad estructural, a lo cual también no 

ocurren normales tipos de uniones como isocianida, grupos nitro y grupos aromáticos 

halogenados a los cuales anteriormente se consideraban compuestos puros (Steglich et al., 

1997). Antiguamente se aceptó que las sustancias secundarias se producían con funciones 

relativas inespecíficas, después se encontró que muchas de estas sustancias poseían altos 

rendimientos y que ellas tienen múltiples funciones en las plantas. Se plantea que algunos de 

todos los metabolitos de nivel molecular bajo, actúan como portadores de carbono y nitrógeno. 

Junto a la sobreproducción pueden en el cambio de material primario sintetizarse esas uniones 

y junto a las situaciones de escasez, nuevamente ser explotado y poner a disposición para 

puentes los cambios de los metabolitos primarios; por consiguiente la variación de los 

metabolitos primarios y secundarios está  en una igualdad dinámica (Collin, 2001). 

Existe un amplio grupo de productos naturales que pueden clasificarse según su aplicación 

(Fulzele et al., 2002). Entre ellos se agrupan los productos farmacéuticos que incluyen 

alcaloides (vincristina, vinblastina, ajmalicina, atropina, berberina, codeina, reserpina, nicotina, 

(camptotecina), Cardenolidos (digitoxina, digoxina); Diterpenos (paclitaxel); saborizantes y 

flavonoides como el esteviósido, la quinina; productos utilizados como pigmentos y en la 

perfumería como los antocianinos, betalinos, el aceite de rosas y de jazmín y productos 
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utilizados con fines químicos y agroquímicos como proteasas, vitaminas, lípidos, aceites, látex 

(Ramachandra Rao y  Ravishankar, 2002). 

La mayoría de los productos secundarios se encuentran en baja concentración y se producen 

en órganos específicos y en estados específicos del desarrollo de la planta que deben coincidir 

con la época y región apropiada del cultivo (Hong y Yong, 1997; Verpoorte et al., 2002; Hohe et 

al., 2003). 

La demanda de tales compuestos se ha incrementado en los últimos años dada la limitación de 

los procesos de obtención de medicamentos basados en la síntesis química. Adicionalmente, el 

costo de los biofarmacéuticos limita su disponibilidad en un amplio sector del mercado y no 

satisface las actuales necesidades de la población mundial (Gleba et al., 1999). 

2.1.1. Importancia de los metabolitos secundarios 

Mundialmente existe un  44 % de nuevos medicamentos basados en productos naturales, en 

países desarrollados el 25 % de los medicamentos son derivados de plantas y 120 compuestos 

derivados de plantas son usados en la medicina moderna (Haq, 2004). Se conoce que en la 

producción de medicamentos según Hostettmann et al. (2000) el 11% representa productos 

naturales (extractos de plantas), 24% son productos de origen natural, es decir que para la 

síntesis de compuestos utilizan precursores de origen natural y el 9% son copias sintéticas de 

productos naturales.  

Debido a su gran actividad biológica, los metabolitos secundarios de plantas han sido usados a 

través de siglos en la medicina tradicional y mas recientemente en la nutrición (Bourgaud et al., 

2001). 

Dentro de las plantas de interés farmacéutico se conoce que las que pertenecen al género 

Morinda tienen múltiples usos desde la antigüedad. La corteza, raíz, tallo, hoja y fruto han sido 

usados tradicionalmente contra muchas enfermedades entre las que se incluyen la diabetes, 

hipertensión y cáncer (Sang et al., 2002; Liu et al., 2001). Las antraquinonas extraídas de M. 

elliptica han mostrado actividad antibacterial, antifúngica, antimalárica, antitumoral y 
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antileucémica (Kamanyi et al., 1994; Rath et al., 1995; Ismail et al., 1997; Hirazumi y Furusawa, 

1999; Abdullahl et al., 2000; Ajaiyeoba et al., 2003). También se han reportado en Morinda sp y 

M. citrifolia propiedades anticongestivas, analgésicas, antinflamatorias, sedativas y con 

actividad insecticida (Younos et al., 1990; Dittmar, 1993; Legal y Plawecki, 1995; Rachel et al., 

2003). M. lúcida se ha reportado con propiedades antifúngicas, antiprotozoaria, antimalárica 

(Koumaglo et al., 1992; Kamanyi et al., 1994; Makinde et at., 1994; Rath et al., 1995). Se ha 

encontrado también que M.  parvifolia  tiene propiedades antitumoral y antileucémica (Chang et 

al., 1982; Chang y Lee, 1985; Khanapure y Biehl, 1989). 

En la industria farmacéutica los glicósidos de antraquinonas extraídos del género Morinda  son 

usados para producir medicamentos que combaten la gingivitis, la estomatitis y las úlceras 

bucales; así como la inflamación de la mucosa bucal. Otros miembros del grupo de las 

antraquinonas son usados en la preparación de laxantes, para la constipación y para la 

evacuación de la cavidad abdominal para la realización de radiografías (DIMS, 1992; British 

National  Formulary, 1994). 

En Cuba la Morinda royoc se usa conjuntamente con otras plantas en la elaboración de bebidas 

refrescantes y digestivas. Tradicionalmente se ha recomendado para la impotencia, 

descontroles menstruales, laxantes y cuadros ictéricos (Roig, 1945). El extracto hidroalcohólico 

de sus raíces es un producto energetizante útil en el tratamiento de la anorexia y  el 

decaimiento (Rodríguez et al., 1999).  

Otra de las plantas utilizadas en la medicina por sus propiedades es la guayaba que ha sido 

empleada en la medicina natural. Sus hojas se utilizan en baños como astringente en la cura de 

llagas, el cocimiento de los leños en las diarreas y el cocimiento de los cogollos contra los 

resfriados. Además se incluye la guayaba entre los medicamentos hemostáticos,  

antialmorránicos y antisépticos. A causa del gran interés que ha despertado la guayaba por su 

contenido en vitamina C se exporta en grandes cantidades la pulpa y los pericarpios. En el fruto 
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completo fresco se ha encontrado hasta 871 mg de ácido ascórbico en 100 mL de jugo fresco. 

Los frutos maduros se emplean como refrescantes y laxantes (Roig, 1974). 

La guayaba además de ser cultivada por el alto contenido nutritivo de sus frutos se le atribuye 

diversas propiedades medicinales, antibiótica, antidiarreico, astringente, desinflamante, 

expectorante, sedante y sudorífica; contiene valores extraordinarios de vitamina A, ácido 

ascórbico, azucares, taninos, flavonoides, fibras (Laguado, 1968). 

La vitamina C tiene múltiples funciones, entre ellas el fortalecimiento del sistema inmunológico 

(Suntornsuk, 2002). El extracto de frutas y ramas verdes son usadas para neutralizar el efecto 

de las diarreas, atribuyéndosele un efecto significativo en la disminución de las enfermedades 

gastrointestinales (Wei et al., 2000). Las ramas tiernas debilitan el desarrollo bacterial que altera 

el tracto intestinal (Arima, 2002; Martínez et al., 1997). También, la guayaba tiene propiedades 

antisépticas para úlceras gástricas y laceraciones producidas por parásitos en los intestinos. 

Otra ventaja de los componentes de la guayaba es el fortalecimiento del sistema cardiovascular, 

el consumo de guayaba disminuye el riesgo de debilidades cardiacas, como la arritmia 

(Yamashiro et al, 2003) Otro hecho conocido es el incremento de la hemoglobina por el 

consumo del jugo de la fruta, adicionalmente se reducen los niveles de colesterol perjudicial, y 

en contraparte aumenta la producción de colesterol benéfico. Por último, un estudio comprobó 

que P. guajava presenta gran cantidad de antioxidantes, por lo que disminuye el riesgo de 

tumores malignos (Jiménez, 2001). 

La morera dependiendo del lugar, también es apreciada por su fruta (consumida fresca, en jugo 

o en conservas), y por las propiedades medicinales es utilizada en infusiones (té de morera), se 

usa tradicionalmente en la alimentación de rumiantes, en ciertas partes de India, China y 

Afganistán, pero fue solo en los ochenta que empezó el interés en su cultivo intensivo y su uso 

en la alimentación de animales domésticos, como ornamental y como forraje animal. Sus 

múltiples usos han sido reconocidos, las frutas del Morus alba son depurativas, contienen 

potasio, fósforo, calcio y vitamina C (Sánchez y Rosales, 2000). 
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El contenido de proteínas de las hojas y tallos tiernos, con un excelente perfil de aminoácidos 

esenciales, varía entre 17-28% dependiendo de la variedad (Benvides, 2000). 

En análisis realizados mediante técnicas de cromatografía líquida a hojas de plantas de campo 

de Morera se encontraron alcaloides, esteroides (triterpenos, saponinas, flavonoides) (Gutiérrez 

y Roa, 2003). 

Dentro de los compuestos del metabolismo de las plantas están los alcaloides los cuales forman 

una amplia y variada familia de metabolitos secundarios siendo de gran importancia 

farmacológica. La mayoría de los alcaloides provienen del metabolismo de los aminoácidos, 

principalmente tirosina, triptófano, arginina y lisina y aunque algunos alcaloides se encuentran 

en varios géneros la mayoría de las especies presentan un patrón único genéticamente 

determinado y su distribución está restringida a determinados órganos de la planta (Croteau et 

al., 2000). 

La biosíntesis y acumulación de alcaloides están bajo un estricto control del desarrollo celular y 

las condiciones ambientales (De Luca y St Pierre, 2000). 

Otro de los productos secundarios de plantas son los flavonoides que son conocidos por las 

características rojas, azules y pigmentos antocianinos púrpura que le confieren a los tejidos de 

las plantas. Estos compuestos ejercen una función esencial en la reproducción por 

reclutamiento de polinizadores y semillas dispersas. Los flavonoides son notablemente un 

diverso grupo de productos secundarios, tienen funciones biológicas incluyendo roles en la 

protección de estrés. Los flavonoides están presentes en la célula de la epidermis de hojas y en 

tejidos que son susceptibles a la luz UV, como el polen y meristemo apical (Winkel, 2002). 

Estos flavonoides pueden utilizarse como suplemento nutricional, junto con vitaminas y 

minerales. Desempeñan un papel importante en la biología vegetal, responden a la luz y 

controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciación de las plantas 

(Formica y Regerson, 1995). 

 



Revisión bibliográfica 

11 

2.2. Cultivo in vitro para la producción de metabolitos secundarios 

El cultivo de tejidos presenta aspectos y aplicaciones prácticas muy variadas, tales como: 

mejoras genéticas, multiplicación vegetativa (micropropagación), obtención de plantas libres de 

virus y otros patógenos, obtención de haploides y líneas isogénicas, conservación de 

germoplasma, críoconservación, cultivo de células y protoplastos (Pierik, 1990) y más reciente 

la utilización de las técnicas biotecnológicas para la producción de metabolitos secundarios 

(Gleba et al., 1999; Smith, 2000).  

El papel de la diferenciación morfológica y celular en la producción de metabolitos secundarios 

ha sido estudiado ampliamente. Existe una estrecha relación entre diferenciación y metabolismo 

secundario y ha sido ilustrada en muchos cultivos de planta, posiblemente porque el crecimiento 

sin diferenciación es incompatible con la expresión de los metabolitos secundarios (Moreno-

Valenzuela et al., 1998; Zhao et al., 2001). 

Es conocido que ciertos niveles de diferenciación de tejidos o células en el cultivo de plantas 

son importantes y esenciales para la síntesis y acumulación de los metabolitos secundarios, 

estas estructuras diferenciadas están conectadas con la biosíntesis, transporte y 

almacenamiento de metabolitos secundarios (Xie et al., 1998).   

Las condiciones de cultivo pueden acentuar o atenuar las vías biosintéticas, abriendo las 

posibilidades de producir nuevos tipos de compuestos cercanamente relacionados a la actividad 

biológica pero con propiedades mejoradas (Steven, 1998).  

La selección de células productivas y las condiciones de cultivo resultan de interés para la 

acumulación de productos importantes los cuales aparecen en altos niveles en el cultivo de 

células. Con el objetivo de obtener altas concentraciones por la explotación comercial los 

esfuerzos están enfocados a la estimulación de actividades biosintéticas usando varios métodos 

para el cultivo de células (Dixon, 1999; Ramachandra, 2000). 

Un número de factores físicos y químicos como los componentes del medio de cultivo, 

fitohormonas, ph, temperatura, aireación, agitación, luz, afectan la producción de metabolitos 
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secundarios los cuales han sido estudiados por varios autores (Lee y Shuler, 2000; Wang et al., 

2001; Goleniowski y Trippi, 1999).  

Durante los últimos 50 años se han incrementado los estudios en metabolitos secundarios de 

plantas. Las técnicas de cultivo de células de plantas fueron introducidas a finales de los años 

60 como una posible herramienta para el estudio y la producción de metabolitos secundarios 

(Bourgaud et al., 2001).  

El uso de las técnicas de cultivo in vitro para la  producción de sustancias activas se ha 

incrementado ampliamente (Verpoorte et al., 2000; Springob y Saito, 2002). Varios ejemplos 

corroboran esta afirmación: alcaloides (Zhao et al., 2000); antocianinos, carotenoides (Shibli et 

al., 1997; Miyanaga et al., 2000); flavonoides (Fang et al., 1998; Bohm et al., 1998; Kim et al., 

2005); verbascósido (Nezbedova et al., 1999); paclitaxel (Navia-Osorio et al., 2002; Wang et al., 

2001); coumarinas (Massot et al, 2000); artemisiana (Xie et al., 2000); ácido rosmarínico ( Kim 

et al., 2001).  

La mayor ventaja del sistema de cultivo in vitro sobre el cultivo convencional es que se pueden 

obtener sustancias de gran utilidad (metabolitos secundarios) bajo condiciones controladas 

independientemente de cambios climáticos y condiciones de suelo, cultivo de células libres de 

patógenos, se puede multiplicar el rendimiento de metabolitos específicos, control automatizado 

del crecimiento celular y regulación racional del proceso reduciendo los costos y mejorando la 

productividad (Vanisree et al., 2004). 

Hancock et al. (2002) plantea que a diferencia del cultivo in vitro, las plantas en condiciones de 

campo están expuestas a factores ambientales bióticos (interacción con patógenos) y abióticos 

(sequía, contaminantes, luz ultravioleta y temperaturas extremas). 

Además es posible reducir los costos e incrementar la productividad mediante el control 

automatizado del crecimiento celular y la regulación de los procesos metabólicos; contar con 

sistemas de producción definidos, calidad uniforme y rendimientos constantes del producto, así 

como la posibilidad de establecer sistemas estrictos de control de la calidad, para disponer de 
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un producto independiente de los cambios ambientales (Vanisree et al.2004; Morgan et al., 

2000). El cultivo in vitro ofrece también la posibilidad de sintetizar proteínas foráneas en 

determinadas situaciones que incluyen proteínas terapéuticas, proteínas antigénicas.  

A través del cultivo de células es posible inducir procesos morfogenéticos que pueden dar lugar 

a la formación de un material específico (embriones, raíces, hojas), lo cual es muy ventajoso ya 

que algunos de estos productos secundarios solo se producen cuando las estructuras 

indiferenciadas son inducidas a la diferenciación, ya sea por vía organogénica o embriogénica y 

algunos de ellos se producen en mayor medida en órganos específicos (Misawa, 1994). 

Debido a los factores anteriormente señalados se ha incrementado el interés por el empleo de 

las técnicas de cultivo de tejidos in vitro para la producción de metabolitos secundarios de uso 

farmacéutico, Vanisree et al. (2004) describen las ventajas que estas ofrecen tales como:  

1.- Producción en condiciones controladas, evitando los riesgos de la producción en campo 

debido a cambios en las condiciones ambientales. 

2.- Sistemas de producción definidos. 

3.- Calidad uniforme y rendimientos constantes del producto. 

4.- Posibilidad de establecer sistemas estrictos de control de la calidad. 

5.- Disponibilidad del producto independiente de los cambios ambientales. 

2.2.1. Cultivo de células 

El empleo del cultivo de células y de tejidos de plantas para la biotransformación específica de 

compuestos naturales ha sido demostrado por varios autores (Krings y Berger, 1998; 

Ravishankar y Ramachandra Rao, 2000). 

El cultivo de células de plantas representa una fuente potencial para la obtención de 

compuestos medicinales, fragancias, colorantes, nutrientes y cosméticos (Gleba et al., 1999). 

La producción de metabolitos secundarios en las suspensiones celulares ha impactado 

sustancial y ampliamente en la Biología y la tecnología de la formación de productos (Kurz et 

al., 1998). 
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El cultivo de células no solo provee una herramienta para la síntesis de compuestos naturales, 

sino que permite además la bioconservación de componentes de bajo valor en productos de 

alto valor (Misawa, 1994). 

Sin embargo, existen pocos ejemplos exitosos de la aplicación comercial de los procesos de 

cultivo de células para la obtención de metabolitos secundarios. Los principales problemas son 

la baja productividad, la inestabilidad de las líneas celulares y la dificultad para realizar el 

escalado de la producción (Zhong, 2001).  

Como ha descrito Xu et al. (1999) los cultivos de suspensiones celulares de plantas muestran 

una tendencia a formar agregados celulares de gran tamaño durante el cultivo porque algunos 

polisacáridos secretados por las células de planta incrementan la viscosidad del sistema de 

cultivo en las últimas etapas, estos agregados están bien organizados y algunas estructuras 

diferenciadas se formaron en el cultivo. Estas estructuras funcionalmente transportan oxígeno y 

nutrientes entre el interior y el exterior de los agregados y están muy relacionados con el 

metabolismo secundario pues para la producción y el almacenamiento de muchos metabolitos 

secundarios es requerido un cierto nivel de diferenciación (Zhao et al., 2001). 

Cultivos indiferenciados o callos necesitan una capacidad biosintética para unir moléculas 

complejas o el grado de citodiferenciación requerido para separar estas moléculas una vez 

sintetizadas. Muchos metabolitos secundarios no se encuentran en cultivos de callos y en casos 

donde se ha detectado la concentración es usualmente mucho más baja que en plantas 

(Steven, 1998). 

Zhao et al. (2000) encontraron alcaloides (serpentina, ajmalicina, catharanthina) en cultivo de 

suspensiones celulares de Catharanthus rosseus, Massot et al. (2000) furano-coumarina en el 

cultivo de brotes de Ruta graveolens; Pereira et al. (2000) y Kim et al. (2001) ácido rosmarínico 

en el cultivo de callos y suspensiones celulares de Agastache rugosa. 

Hasta el momento la mayoría de las investigaciones relacionadas con la producción de 

metabolitos secundarios empleando cultivos in vitro de plantas han estado centradas en la 
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utilización de tejidos indiferenciados (callos, suspensiones celulares) para lo cual se han 

empleado las tecnologías desarrolladas anteriormente para la multiplicación de 

microorganismos basadas en el empleo de biorreactores (Gibson, 1993; Ketchum and Gibson, 

1996; Dornenberg y Knorr, 1997; Havkin-Fenkel, 1997). Sin embargo se conoce que la 

producción de estos metabolitos no es uniforme en todas las partes de la planta y en la mayoría 

de los casos se produce en un órgano o tejido específico, de ahí la importancia de poder cultivar 

y producir biomasa de estos tejidos como fuente para la purificación de metabolitos de interés. 

Según Dougall (1981) el cultivo de suspensiones celulares constituye un buen material biológico 

para el estudio de rutas biosintéticas y comparado con el cultivo de callos ha sido posible aislar 

moléculas a partir de una gran cantidad de células producidas.  

Suspensiones celulares en sistemas con agitación de M. elliptica fueron establecidas para la 

producción de compuestos activos (Abdullah et al., 2000) estudiaron los efectos de las 

diferentes estrategias del medio, aireación y modo de operación en biorreactores para la  

producción de antraquinonas. Stalman et al. (2003) encontraron que mediante el cultivo de 

suspensiones celulares de M. citrifolia es posible la obtención de compuestos activos como las 

antraquinonas, el cual fue 2,17 veces mayor que el que se obtiene a partir de la raíz de la 

planta.  

Ishiguro et al. (1995) aislaron mediante el cultivo de callos en diferentes especies de Paeonia, 

seis triterpenos nuevos que no se encuentran en plantas en condiciones naturales, así como 

una nueva xantona  a partir del cultivo de callos en Hipericum patulum (Ikuta et al., 1995).  

Ha sido descrita la producción de compuestos medicinales utilizando el cultivo de células en 

suspensión por lo que ha sido establecido este sistema de cultivo para la producción de taxol 

(alcaloide diterpeno) en Taxus mairei, imperatorin en Angelica dahurica, y diosgenin en 

Dioscorea doryophora (Lee et al., 2004). 
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2.2.2. Cultivo de órganos 

El cultivo de órganos representa una alternativa interesante para la producción de productos 

secundarios de plantas, dos tipos de órganos son considerados generales para estos objetivos: 

cultivo de brotes y raíces (Baiza et al., 1999). 

Diferentes estrategias empleando sistemas in vitro (cultivo de células indiferenciadas) han sido 

principalmente estudiadas pero un gran interés ha sido mostrado en el cultivo de raíces y otros 

órganos con el objetivo de mejorar la producción de compuestos secundarios de plantas 

(Bourgaud et al., 2001).  

Ketchum et al. (1999) y Wang et al. (2001) obtuvieron paclitaxel y otros taxoides a partir de 

diferentes sistemas de cultivo de tejidos, incluyendo callos, suspensiones celulares, brotes, 

raíces y cultivos embriogénicos en Taxus sp. 

Varios reportes muestran que el cultivo de órganos puede ser una mejor fuente de obtención de 

metabolitos secundarios comparado con el cultivo de células. El cultivo de brotes (cultivos de 

tejidos de rápida proliferación) ha sido investigado como fuentes de aceites esenciales, 

alcaloides encontrados en hojas o tejido de tallos. Por ejemplo el cultivo de raíces y  

específicamente raíces transformadas muestran un buen crecimiento in vitro y producen 

metabolitos secundarios en cantidades equivalentes, a veces mayor que las producidas por la 

plantas enteras (Boitel- Conti et al., 1995; Vanek et al., 2005). 

Gontier et al. (2005) desarrollaron un sistema de bajo costo para la producción de biomasa de 

brotes de Ruta graveolens y la obtención de furanocoumarinas, basados en la inmersión 

temporal. Se obtuvo 1.6g de masa seca por día y una productividad de 3.8mg de 

furanocoumarinas, valores superiores a los que se obtuvieron mediante el cultivo de brotes en 

agitación y en biorreactores clásicos. 

Vanek et al. (2005) emplearon diferentes sistemas de cultivo a gran escala para la  

multiplicación de raíces adventicias de Panax ginseng. El mayor contenido de saponinas de 
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28.51 mg.g-1 de la masa seca fue encontrado en las raíces adventicias cultivadas en los 

sistemas de inmersión temporal RITA.   

2.3. Relación entre la producción de biomasa y la acumulación de metabolitos 

secundarios 

La mayoría de los metabolitos secundarios son producidos durante la fase estacionaria del 

cultivo. Durante las etapas tempranas cuando el crecimiento es muy activo las cadenas de 

carbono están principalmente distribuidas para el metabolismo primario (estructuras celulares y 

procesos respiratorios), por otra parte cuando se detiene el crecimiento las cadenas de carbono 

largas no son necesarias en grandes cantidades para el metabolismo primario y los compuestos 

secundarios son sintetizados activamente (Bourgaud et al., 2001). Si los productos metabólicos 

son producidos al final de la etapa de crecimiento es lógico considerar un proceso que incluya 

dos etapas. Por otra parte cuando la producción del metabolito está asociada al crecimiento, 

una sola etapa es suficiente para el crecimiento celular y la acumulación de las moléculas.  

Nuevas actividades enzimáticas ausentes durante la fase exponencial aparecen durante la fase 

estacionaria, por lo que varios autores hacen mención a una posible diferenciación bioquímica 

de las células cuando se detiene el crecimiento celular (Payne et al., 1991). Sin embargo, se 

conoce que algunos productos secundarios como los carotenos están asociados a la etapa de 

crecimiento de células indiferenciadas (Bourgaud et al., 2001). 

En ocasiones la producción de estos productos secundarios no está relacionada con el  

crecimiento y división celular. Por tanto los mayores ritmos de producción se alcanzan durante 

los bajos ritmos de crecimiento, con frecuencia ocurre bajo condiciones significativas de estrés 

fisiológico o bioquímico de las células (Vanisree y Tsay, 2004). 

2.4. Nuevos compuestos obtenidos a partir del cultivo in vitro 

Las plantas son una fuente importante para el descubrimiento de nuevos productos de interés 

medicinal y terapéutico. En muchos casos, los compuestos ausentes en la planta madre son 

encontrados en los cultivos de células. Collin (2001) comprobó que el cultivo de callos de cacao 
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Theobroma contenía notablemente bajos los niveles de cierto polifenoles con relación a la  

planta madre, y la mayor parte de polifenoles encontrados en el cultivo de callos no fueron 

descubiertos en la planta. En el cultivo de callos y suspensiones celulares de Andrographis 

paniculata se produjeron tres nuevos sesquiterpenos (lactonas) pero no el andrografolidos 

(diterpenos) producidos por la planta intacta, atribuyendo este metabolismo anormal de 

terpenos a la carencia de tejidos organizados en estos cultivos de células.  

Investigaciones realizadas en cultivo de suspensiones celulares de M. elliptica mostraron la 

posibilidad de producir compuestos que no han sido obtenidos a partir de la planta original 

(Jasril et al., 2000). 

Las células de zanahoria no sintetizan antocianinas cuando son cultivadas en un medio de 

cultivo con 2,4-D. Una vez transferidos sin 2,4-D la formación de antocianinas se induce. Se 

sugiere que existe una correlación entre diferenciación morfológica, síntesis de antocianinas y 

diferenciación metabólica porque se permite relacionar el efecto de la producción de metabolitos 

secundarios con la presencia de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo (Constabel y 

Kurz, 1999). 

En el cultivo de suspensiones (Nasif et al., 2000) encontraron como ingrediente activo la 

antraquinona en Cassia acutifolia, en especies de Catharanthus roseus (Zhao et al., 2001) 

determinaron la catharanthina como ingrediente activo en cultivo de suspensiones (Taniguchi et 

al., 2002) triterpenos en callos de Eriobotrya japonica (Orihara et al., 2002) diterpenos en 

suspensiones celulares de Torreya nucifera. 

2.4.1. Métodos  de análisis químico 

La metabolómica es la ciencia que estudia los metabolitos presentes en una muestra biológica 

(Le Gall et al., 2005), numerosas técnicas han sido empleadas para este fin como la 

Cromatografía de gases (CG), Cromatografía líquida (CL), Espectrometría de masa (EM) 

(Yamazaki et al., 2003) y la Resonancia magnética nuclear (RMN). Muchos métodos de 

genómica funcional no aceptan los análisis de los componentes bioactivos denominados 
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metabolitos (Vorst et al., 2005). El análisis del complemento del metabolito de la célula no está 

realizado, se designa de forma general como metabolómica, algo que todavía no ha sido 

desarrollado (Fiehn, 2002; Sumner et al., 2003; Weckwerth et al., 2004; Bino et al., 2004). 

Actualmente notables avances han sido obtenidos con la Cromatografía de gases-

Espectrofotometría de masa (CG-EM) (Fiehn et al., 2000; Roessner et al., 2000, 2001; Wagner 

et al., 2003) y en menor grado la cromatografía líquida-espectrofotometría de masa (LC-MS)  

(Huhman y Summer, 2002; Tolstikov et al., 2003; Von Roepenack-Lahaye et al ., 2004; Vorst et 

al., 2005).  

Sin embargo el uso de estas tecnologías es a menudo limitado, debido al tamaño de las 

muestras a analizar y la complejidad de las bases de datos obtenidos. Combinando los 

resultados obtenidos de varias muestras biológicas en un simple análisis diferencial se requiere 

un arduo trabajo para comparar los picos de las sustancias representados en los 

cromatogramas. Tienen como desventaja que una directa relación de los perfiles metabólicos 

basados en la identidad de los picos no es muy factible, pues muchos picos cromatográficos 

pueden ser solo identificados con un grado limitado de certeza (Vorst et al., 2005).   

Los análisis realizados mediante HPLC en callos de Salvia miltiorrhiza revelan bajas 

concentraciones  de criptotanchinona, al analizar la concentración de este diterpeno en callos 

cultivados en omisión de auxinas los niveles fueron superiores (Wu et al., 2003). 

Análisis mediante HPLC y espectrofotometría de masa (LC/MS) permitieron determinar la 

presencia de paclitaxel y otros taxoides en extractos de plantas de Taxus cultivadas in vitro y en 

el cultivo de células. El método analítico es aplicado en la caracterización y el estudio de líneas 

celulares, proporcionando interesantes resultados concernientes a la biosíntesis de taxanes 

(Georgios et al., 1999). 

En el cultivo de callos de Salvia miltiorrhiza encontraron mediante análisis en HPLC que el 

contenido de criptotanshinona es significativamente mas alto que el crudo de droga (Wu et al., 

2003). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
El presente trabajo fue realizado en los Laboratorios de Metabolitos Secundarios y Propagación 

Masiva de Plantas, del Instituto de Biotecnología de las Plantas en la Universidad Central 

“Marta Abreu” de Las Villas y los análisis químicos se realizaron en la Compañía AnalytiCon en 

Postdam, (Alemania), durante el período comprendido entre Enero de 2004 y Noviembre de 

2005. 

3.0. Procedimientos generales 
 
Para la producción de la biomasa in vitro de las especies seleccionadas (Morinda royoc L, 

Psidium guajava L var “EEA18-40”, Morus alba L var “Criolla”), se siguieron los protocolos 

propuestos en cada sistema de cultivo: multiplicación de brotes en medios de cultivo 

semisólidos, establecimiento y multiplicación de callos y suspensiones celulares según Reyes 

(2003), Caballero (2001), Salas (2004), los cuales son descritos a continuación en el acápite 

3.1. 

Los instrumentos utilizados para la manipulación aséptica del material vegetal tales como 

placas de Petri, Erlenmeyers, frascos de cultivo y mallas para filtrar, se esterilizaron en estufa a 

180oC de temperatura durante dos horas y las pinzas y espátulas fueron esterilizados mediante 

una solución de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1% según la metodología propuesta por 

Agramonte et al. (1993).  

La composición específica de los diferentes medios de cultivo tanto en estado semisólido como 

líquido se define en cada acápite según la metodología de cada especie en estudio, 

ajustándose siempre el pH a 5.8 previo a la esterilización.  

Los medios de cultivo se esterilizaron en una autoclave vertical a una temperatura de 121ºC y 

una presión de 1.2 Kg cm-2  durante 20 minutos. Los medios de cultivo en estado líquido para 

las suspensiones celulares se prepararon y esterilizaron en frascos de cristal de 500 mL de 

volumen total, a razón de 250 mL de medio de cultivo por frasco. Los medios de cultivo en 
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estado semisólido para la formación y la multiplicación de callos se dosificaron en frascos de 

cristal de 250 mL de capacidad, a razón de 30 mL de medio de cultivo por frascos.   

Todas las operaciones de disección y transferencia se realizaron en cabinas de flujo laminar 

horizontal. 

 

3.1. Producción de biomasa en las especies en estudio (Morinda royoc L, Psidium 

guajava var “EEA18-40”,  Morus alba var “Criolla”) 

 

Morinda royoc L 

Plantas en Invernadero 

Se utilizaron para la toma de las muestras plantas de dos años de edad procedentes del Banco 

de donantes establecido en la Biofábrica de las Flores plantadas en bolsas de Polietileno con 

capacidad para 15 Kg de sustrato (Figura 1). El sustrato utilizado fue suelo pardo (60%), 

estiércol vacuno con 2 años de descomposición (30%) y zeolita (10%), el cual fue previamente 

desinfectado con vapor durante dos horas.  

 
Figura 1. Plantas de Morinda royoc  procedentes del banco de donantes en Invernadero.  
 

Establecimiento y multiplicación in vitro 

El establecimiento in vitro se realizó según metodología descrita por Reyes (2003). Fueron 

utilizadas yemas apicales y axilares procedentes de plantas del banco de donantes de la 

Biofábrica de Flores. Cada yema tenía un par de hojas y un tamaño promedio de 1.0-1.5 cm.  
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Para la fase de establecimiento el medio de cultivo en estado líquido estuvo compuesto por las 

sales inorgánicas propuestas por Murashige y Skoog (1962), el cual a partir de este momento 

se nombrará como medio de cultivo MS y suplementado con 0.5 mg.L-1 de Tiamina, 100 mg.L-1 

de Mioinositol, 1.0 mg.L-1 de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) y Sacarosa al 3.0 %. Para la 

multiplicación de los explantes se empleó el medio de cultivo compuesto por las sales MS 

suplementado con 0.5 mg.L-1 de Tiamina, 100 mg.L-1 de Mioinositol, 1.0 mg.L-1 de 6-BAP, 0.5 

mg.L-1 de Ácido Indolacético (AIA), 3.0% de sacarosa y gelificado con Agar (SIGMA Chemical 

Co) a razón de 7.0 g.L-1. Se colocaron siete explantes por frasco y los subcultivos fueron 

realizados cada 60 días según Reyes (2003). La figura 2 muestra las plantas en fase de 

multiplicación. 

 
Figura 2. Brotes de M. royoc en fase de multiplicación in vitro, a los 60 días de cultivo. 

Los explantes se colocaron en cámaras de crecimiento con luz natural con una intensidad 

luminosa de 100-125 µmol.m-2.s-1  y una temperatura promedio de 26±2º C.  

 

Inducción y formación de callos 

Se emplearon como explantes iniciales secciones de hojas de brotes cultivados in vitro en fase 

de multiplicación, obtenidos según metodología descrita en el acápite anterior. Se tomaron 

segmentos foliares con un tamaño de 1 cm2  y se colocaron con la parte adaxial en contacto 

directo con el medio de cultivo. Se inocularon cuatro explantes por frasco de cultivo que 

contenían el medio de cultivo propuesto por Söndahl et al. (1991) para la inducción, formación y 

multiplicación de callos, el cual se basa en las sales MS suplementadas con 4.0 mg.L-1 Tiamina, 



Materiales y Métodos 

23 

100 mg.L-1 Mioinositol, 25 mg.L-1 Cisteína, 2.15 mg.L-1 Kinetina, 1.0 mg.L-1 Ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético (2,4-D), 3.0 % Sacarosa y gelificado con 3.0 g.l-1 Phytagel. Los subcultivos 

se realizaron cada 30 días. La figura 3 muestra los callos en fase de multiplicación. 

 
Figura 3. Callos de Morinda royoc en fase de multiplicación a los 30 días de cultivo. 
 

Todo el proceso de formación y multiplicación de callos se realizó en condiciones de oscuridad 

y a una temperatura de 28 ± 2.0oC. 

 

Establecimiento y  multiplicación de suspensiones celulares 

Para el establecimiento de las suspensiones celulares se tomaron los callos obtenidos  según el 

acápite anterior y se colocaron en Erlenmeyers de 300 mL de capacidad con 50 mL del medio 

de cultivo propuesto por Abdullah et al. (1998) para Morinda elliptica, el cual estaba compuesto 

por las sales MS suplementadas con 0.5 mg.L-1 de Ácido Naftalenacético (ANA), 0.5 mg.L-1 

Kinetina y 3.0 % Sacarosa. 

Se inocularon los frascos con una densidad de 100 g de masa fresca por litro (gMF. L-1) y  cada 

diez días se añadieron 10 mL de medio de cultivo. A medida que las suspensiones celulares se 

multiplicaron, se realizó un filtrado a través de una malla con un tamaño de poro de 450 μm y 

fueron subcultivadas cada 21 días de cultivo. 
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Figura 4. Suspensiones celulares de Morinda royoc en fase de establecimiento (A) y en fase de 
multiplicación (B). 
 

Los Erlenmeyers fueron colocados en un agitador orbital modelo Rotatest (Bioblock Scientific) a 

una velocidad de agitación de 100 r.p.m., con una temperatura de 28 ± 2.0oC y en condiciones 

de oscuridad. 

 

Psidium guajava L var “EEA18-40” 

Plantas en condiciones de campo  

Las plantas seleccionadas para la toma de las muestras tenían seis años de edad (Figura 5) y 

proceden de la Estación Experimental “Pedro Lantigua” ubicada en el municipio de Remedios,  

perteneciente al Instituto de Biotecnología de las Plantas de Villa Clara, a las cuales se le 

realizaron atenciones culturales según instructivo técnico de la guayaba (MINAGRI, 1985). 

 
Figura 5. Plantas de Psidium guajava cultivadas en campo. 
 

Establecimiento y multiplicación in vitro 

El establecimiento y la multiplicación in vitro de Psidium guajava se desarrolló según la 

metodología propuesta por Caballero (2001), la cual emplea como explantes iniciales 

segmentos nodales de plantas seleccionadas en condiciones de casa de cultivo.   

BA
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Para la fase de establecimiento se utilizó el medio de cultivo compuesto por las sales MS, 

suplementado con 0.5 mg.L-1 de Tiamina, 100 mg.L-1 de Mioinositol, 1.0 mg.L-1 de 6-

Bencilaminopurina (6-BAP) y 3.0 % de Sacarosa. Para la multiplicación de los explantes se 

empleó el medio de cultivo compuesto por las sales MS suplementado con 0.5 mg.L-1 de 

Tiamina, 100 mg.L-1 de Mioinositol, 2.0 mg.L-1 de 6-Bencilaminopurina (6-BAP), 3.0% de 

Sacarosa y gelificado con Agar (SIGMA Chemical Co) a razón de 7.0 g.L-1. Se colocaron 10 

explantes por frasco, los subcultivos se realizaron cada 28 días (Figura 6). 

 
Figura 6. Brotes de Psidium guajava en fase de multiplicación a los 28 días de cultivo. 
 
El material vegetal en fase de establecimiento y multiplicación se colocó en cámaras de 

crecimiento con luz natural con una intensidad luminosa de 100-125 µmol.m-2.s-1 y una 

temperatura promedio de 26±2º C. 

 

Morus alba L var “Criolla” 

Plantas en condiciones de campo 

Las plantas utilizadas para la toma de las muestras proceden del Banco de Germoplasma de  la 

Estación Experimental Álvaro Barba de la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas. Esta 

plantación tenía cuatro años de edad (Figura 7).  
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Figura 7. Plantas de Morus alba cultivadas en campo. 
 
Establecimiento y multiplicación in vitro  

Para el establecimiento y multiplicación in vitro se utilizaron yemas apicales de plantas 

seleccionadas en campo y multiplicadas según la metodología propuesta por Salas (2004). 

En la fase de establecimiento el medio de cultivo líquido estuvo compuesto por las sales MS, 

suplementado con 100 mg.L-1 de Mioinositol, 1.0 mg.L-1 de Tiamina, 0.5 mg.L-1 de 6-

Bencilaminopurina (6-BAP) y  Sacarosa al 3.0 %. Para la multiplicación de los brotes se empleó 

el medio de cultivo compuesto por las sales MS suplementado con 0.5 mg.L-1 de 6-

Bencilaminopurina (6-BAP), 0.5 mg.L-1 de Ácido Naftalenacético (ANA), 3.0 % de Sacarosa 

gelificado con Agar (SIGMA Chemical Co) a razón de 7.0 g.L-1. Se colocaron cuatro brotes por 

frasco de cultivo, el tiempo de cultivo para la multiplicación fue de 28 días. Los brotes en fase 

de multiplicación se muestran en la figura 8. 

 
 Figura 8. Brotes in vitro de Morus alba a los 28 días de cultivo. 
 
El material vegetal durante las fases de establecimiento y de multiplicación se colocó en  

cámaras de crecimiento con luz natural con una intensidad luminosa de 100-125 µmol.m-2.s-1  y 

una temperatura promedio de 26±2º C.  
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3.2. Análisis del contenido de metabolitos de las especies en estudio  

3.2.1. Preparación de las muestras y obtención de los extractos 

Plantas en campo o invernadero: 

Se colectaron hojas de ramas jóvenes de plantas cultivadas en campo (Psidium guajava, Morus 

alba) o plantas de invernadero (Morinda royoc). Se pesaron 10 g de masa fresca foliar de cada 

una de las muestras y se secaron en una estufa a 40 ºC durante 48 horas hasta lograr un peso 

constante. 

Biomasa producida in vitro: 

En todas las especies en estudio, las muestras de brotes fueron tomadas siempre del tercer o 

cuarto subcultivo de multiplicación, mientras que las muestras de callos se tomaron siempre en 

el segundo subcultivo de multiplicación. 

Las suspensiones celulares (solo utilizadas en la especie Morinda royoc) fueron tomadas a los 

21 días de cultivo. Los agregados  celulares fueron colectados en filtros de 80 μm y se cosechó 

la biomasa producida. 

Para cada una de las especies se determinó la masa fresca y la masa seca. Las muestras 

fueron pesadas en balanza digital para cuantificar la masa fresca y posteriormente fue secado 

en estufa a 40 ºC durante 48 horas hasta que se mantuvo constante el peso y se determinó la 

masa seca. 

A partir de estos datos fue calculado el contenido de agua en cada uno de los sistemas de 

cultivo y especies mediante la fórmula siguiente: 

CA (%) =  MF-MS  x 100 

                    MF 

Donde: 

CA- contenido de agua 

MF- masa fresca 

MS- masa seca 
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Las muestras fueron maceradas mediante el empleo de un mortero y posteriormente se 

empaquetaron en sobres de papel y se conservaron a temperatura ambiente hasta su análisis. 

 

3.2.2. Análisis de los perfiles de compuestos encontrados en las diferentes especies en 

estudio 

 
La determinación de metabolitos secundarios en las distintas muestras a analizar se realizó en 

la compañía AnalytiCon (Potsdam, Alemania), mediante técnicas de cromatografía líquida y 

espectrofotometría de masa (HPLC-ESI-MS).   

El extracto se obtuvo a partir de 1.5 g de masa seca de cada una de las muestras a analizar, 

utilizando como buffer de extracción Éter metil terbutil/metanol (MTB-Ether/Metanol) y 

posteriormente 10mg/mL del extracto fueron disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO).  

Las muestras fueron inyectadas automáticamente y separadas utilizando una columna de fase 

reversa (C18, Phenomenex, USA) y gradiente 5 a 50 % de acetonitrilo. Los compuestos eluidos 

de la columna fueron detectados mediante un detector de diodo (Diode Array Detector) a 210-

600 nm. La masa molecular se determinó por espectrofotometría de masa en modo de 

ionización por nebulización eléctrica (Electro spray ionization) en modo positivo. 

La determinación de los compuestos es automatizada, se realiza la búsqueda de una masa 

molar relativa comparada con un banco de datos que contiene cerca de 12000 sustancias de 

plantas (MEGABOLITE ®). Posteriormente se determinaron los grupos químicos a los que 

pertenecen la mayoría de las sustancias encontradas. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

4.1. Producción de biomasa en las especies vegetales en estudio (Morinda royoc L, 

Psidium guajava var “EEA18-40”,  Morus alba var “Criolla”) 

En todas las especies en estudio se pudo comprobar que el contenido de agua es mayor en el 

material vegetal obtenido en los sistemas de cultivo in vitro con relación a las muestras 

obtenidas de plantas cultivadas en campo o invernadero (Figuras 9, 10 y 11).  

El ambiente in vitro difiere del ambiente ex vitro en el cual se desarrollan las plantas 

normalmente, es por eso que frecuentemente se observan cambios fisiológicos y morfológicos 

en las plantas (Ziv, 1999). El ambiente in vitro se caracteriza por presentar una alta humedad 

relativa (HR) que provoca la saturación de la atmósfera interna del frasco de cultivo y esto trae 

aparejado malformaciones a nivel de tejido como la carencia de la capa epicuticular de cera en 

la epidermis e incremento del contenido de agua en los tejidos.  

Adicionalmente, la intensidad y calidad de la luz son diferentes (Miyashita et al., 1996; Piqueras 

y Debergh, 1999), lo cual tiene una fuerte influencia en el desarrollo morfológico. La presencia 

de sales, reguladores del crecimiento y fuentes de carbono en el medio de cultivo condiciona el 

crecimiento heterotrófico o mixotrófico de los tejidos (Jeong et al., 1993; Kozai et al., 1997; 

Nguyen y Kozai, 1998; Kozai, 1999; Piqueras y Debergh 1999). Las concentraciones de CO2 y 

etileno (Kitaya et al., 1998; Heo et al., 1999; Pua, 1999; Zobayed et al., 1999) y la ausencia de 

microorganismos (Gavidia et al., 1997; Chen y Zic, 2001) también son factores que diferencian 

notablemente el ambiente in vitro.  

El etileno liberado es producto del metabolismo celular, la cantidad endógena producida junto a 

la acumulada en la atmósfera gaseosa del frasco de cultivo puede actuar como un estimulante 

del crecimiento y la diferenciación celular (Pua y Lee, 1995). Por otra parte un control efectivo 

del ambiente gaseoso puede ofrecer una vía para manipular el crecimiento y la diferenciación 

del cultivo, debido a que la acumulación de gases como el dióxido de carbono, oxígeno y etileno 

tiene efectos negativos o positivos en la producción de biomasa y metabolitos secundarios 

(Hohe et al., 2003). 

 
 
 



Resultados y Discusión 
 

30  

 

60

83,3

94,6693,97

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Plantas en
invernadero

Brotes in vitro Callos Suspensiones
celulares

C
on

te
ni

do
 d

e 
Ag

ua
 (%

)

 
Figura 9. Contenido de agua en muestras de plantas en invernadero y de los diferentes 
sistemas de cultivo in vitro en Morinda royoc. 
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Figura 10. Contenido de agua en muestras de plantas en campo y brotes in vitro en Psidium 
guajava. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Contenido de agua en muestras de plantas en campo y brotes in vitro en Morus alba. 
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Tabla 1. Relación masa fresca-masa seca en diferentes sistemas de cultivo in vitro en la 
especie Morinda royoc.  
 
 

 
 

 

 

 

En la tabla 1 se observa que a medida que los cultivos son menos diferenciados (brotes, callos, 

suspensiones celulares) la relación masa fresca - masa seca es mayor. En los sistemas de 

cultivo in vitro sólo en los brotes existe un alto nivel de diferenciación celular lo cual conduce a 

la formación y desarrollo de diferentes tejidos como los de sostén y conductivo. Además poseen 

tejidos de reserva en los que se produce la acumulación de sustancias ergásticas como  

almidón y reservas lipoprotéicas, así como otras sustancias propias de rutas anabólicas y 

catabólicas.  

En los brotes el alto nivel celular conlleva a que se alcancen altos niveles de materia seca y por 

lo tanto, la relación masa fresca-masa seca es menor comparado con sistemas de cultivo en los 

cuales los niveles de diferenciación son bajos como son los callos y las suspensiones celulares. 

En el cultivo de callos y suspensiones celulares la relación entre masa fresca y masa seca es 

mayor por tener una acumulación superior de agua las células, con relación a los brotes 

cultivados in vitro.  

Estos sistemas de cultivo indiferenciados poseen un crecimiento desordenado de células 

favorecido por la presencia de auxinas en el medio de cultivo. Estas células que crecen de 

forma rápida y desordenada prácticamente no tienen pared y a medida que envejecen o se 

acercan a la citodiferenciación se produce un notable aumento del contenido vacuolar que le 

permite la acumulación de metabolitos, por otra parte las suspensiones celulares poseen gran 

Sistemas de cultivo Masa fresca   
(g) 

Masa seca   
(g) 

Relación 
gMf/gMs 

Plantas en invernadero 10  4.0  2.5 

Brotes  in vitro 12  2.0  6.0 

Callos    41.5 2.5 16.6 

Suspensiones celulares 15 0.8 18.75 
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contenido de agua debido principalmente a las condiciones específicas en las que se 

desarrollan (TranThanh Van y Gendy, 1995; Constabel y Kurz, 1999). 

Aunque varios autores han descrito la producción de metabolitos secundarios a partir de callos 

y suspensiones celulares en varias especies de Taxus (Fett-Neto et al., 1994; Kim et al., 2001; 

Ketchum y Gibson, 1996) y Catharanthus roseus (Moreno-Valenzuela et al., 1998; Zhao et al., 

2000) este no ha sido un proceso reproducible y económicamente factible. Como se ha 

comprobado los contenidos de materia seca en el cultivo de células son menores que los 

obtenidos mediante el cultivo de órganos, siendo esta una de las limitantes biológicas a tener en 

cuenta para definir un sistema de cultivo para la producción de metabolitos a escala comercial, 

por lo que es necesario combinar el rápido crecimiento y la capacidad de producir altas 

concentraciones de biomasa con la capacidad inherente de células o tejidos diferenciados de 

producir metabolitos específicos (Steven, 1998; Moreno-Valenzuela et al., 1998; Verpoorte et 

al., 2002). 

Se conoce que la producción de metabolitos secundarios no es uniforme en todas las partes de 

la planta y en la mayoría de los casos se produce en un órgano o tejido específico, de ahí la 

importancia de poder cultivar y producir biomasa de estos tejidos como fuente para la 

purificación de metabolitos de interés (Verpoorte y Alfermann, 2000). 

De esta forma se demuestra que el cultivo de brotes in vitro es un método más factible para la 

producción de biomasa con mayor contenido de materia seca comparado con el cultivo de 

callos o células. El contenido de agua es muy  elevado en el cultivo de callos y las 

suspensiones celulares, siendo estos, factores limitantes para la producción a escala comercial 

de compuestos con fines farmacéuticos.  
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4.2. Análisis del contenido de metabolitos de las especies en estudio  

4.2.1. Preparación de las muestras y obtención de los extractos 

Los rendimientos de los extractos en todas las especies en estudio fueron siempre mayores en 

los sistemas de cultivo in vitro en comparación con los obtenidos en plantas en campo o 

invernadero como se muestra en la tabla 2. 

Tabla 2. Rendimiento de los extractos obtenidos de cada una de las muestras de plantas en 
campo o invernadero y de la biomasa producida in vitro. 
 

 
Especies 

 
Sistemas de cultivo 

 
Masa seca   

(g) 

 
Extracto 

(mg) 

 
Rendimiento 

(%) 
Plantas en 

invernadero 1.4 240.59 17.2 

Brotes in vitro 1.3 310.27 23.9 

Callos 1.9 547.89 28.8 

 
 
 
 
M. royoc 

Suspensiones 
celulares 0.8 347.43 43.4 

Plantas en campo 1.7 202.53 11.9 
 
P. guajava 

Brotes in vitro 1.1 248.51 22.6 

Plantas en campo 1.3 206.67 15.9  
 
M. alba 

Brotes in vitro 1.2 260.25 21.7 

 
Los mayores rendimientos obtenidos en el proceso de extracción de la biomasa producida in 

vitro pudieran estar asociados a las condiciones controladas en que se desarrolla el proceso, lo 

cual trae consigo una mayor homogeneidad y calidad del material vegetal.  

Una de las grandes ventajas del cultivo in vitro sobre el cultivo en campo es que se pueden 

obtener sustancias de gran utilidad (metabolitos secundarios) bajo condiciones controladas 

independientemente de cambios climáticos, condiciones de suelo y libres de patógenos. 

Hancock et al. (2002) plantean que las plantas en condiciones de campo están expuestas a 

factores ambientales bióticos (interacción con patógenos) y abióticos (sequía, contaminantes, 

luz ultravioleta y altas temperaturas). Además es posible reducir los costos e incrementar la 
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productividad mediante el control automatizado del crecimiento celular y la regulación de los 

procesos metabólicos; contar con sistemas de producción definidos, calidad uniforme y 

rendimientos constantes del producto, así como la posibilidad de establecer sistemas estrictos 

de control de la calidad, para disponer de un producto independiente de los cambios 

ambientales (Morgan et al., 2000; Vanisree et al., 2004).  

El cultivo in vitro ofrece también la posibilidad de sintetizar proteínas foráneas en determinadas 

situaciones que incluyen proteínas terapéuticas, proteínas antigénicas (Doran, 2000).  

Con el objetivo de mejorar la productividad del cultivo de células o tejidos de plantas, se pueden 

desarrollar nuevas estrategias tales como la optimización del medio de cultivo, la selección de 

líneas celulares, la adición de precursores, la transformación genética, inmovilización celular, 

elicitación y de esta manera diseñar protocolos que regulen la distribución, la cantidad y la 

calidad del producto seleccionado, así como la producción de nuevas moléculas con fines 

farmacéuticos, nutricionales y otras sustancias beneficiosas (Hansen y Wright, 1999; Verpoorte 

et al., 2002; Abdullah et al., 2000 y Chong et al., 2004). 

En la tabla 1 también se observa que en Morinda royoc, los rendimientos del extracto obtenidos 

en las suspensiones celulares (43.8 %) es mayor que en los callos (28.8 %) y en los brotes 

(23.9%). 

Los cultivos de suspensiones celulares de plantas generalmente están formados por pequeños 

agregados en un medio líquido definido que contiene inductores (reguladores del crecimiento) 

que provocan un crecimiento más homogéneo en relación con las células en el cultivo de callos 

o brotes en medios semisólidos (Constabel y Kurz, 1999; Zhao, 2000). 

También es conocido que en el cultivo de suspensiones celulares ocurre una difusión de 

metabolitos tóxicos al medio de cultivo, por lo que hay menos interferencia en la extracción y 

mayor calidad y pureza de los metabolitos. Según Brunakova et al. (2005) las suspensiones 

celulares en ocasiones han sido ambivalentes en la formación de productos, ya que ellas 

pueden o no mostrar grandes rendimientos cuando están en óptimas condiciones de cultivo. 
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Según Zhao et al. (2001) el cultivo de suspensiones celulares constituye un buen material 

biológico para el estudio de rutas biosintéticas y comparado con el cultivo de callos ha sido 

posible aislar moléculas a partir de una gran cantidad de células producidas.  

El sistema de cultivo de suspensiones celulares puede ser usado para cultivar a gran escala 

células de plantas donde los metabolitos secundarios pueden ser extraídos, las ventajas de este 

método es que pueden producirse productos naturales continuos de origen seguro (Vanisree et 

al., 2004).  

A su vez el cultivo de callos mostró rendimientos superiores a los brotes, lo que se puede 

explicar por la menor diferenciación celular y homogeneidad de las células presentes en este 

tipo de estructuras en comparación con los brotes donde hay mayor especialización y presencia 

de tejido de sostén, empalizado, pared celular, lignificación y  suberización, que interfiere en la 

eficiencia de la extracción.  

Pudo constatarse que los rendimientos de los extractos de las muestras obtenidas en los 

sistemas de cultivo in vitro, fueron superiores respecto a los rendimientos obtenidos en las 

muestras de campo. En la especie Morinda royoc donde se comparan diferentes sistemas de 

cultivo in vitro se comprobó que a medida que el nivel de diferenciación celular es menor 

(brotes, callos y suspensiones celulares) se incrementa el rendimiento y la calidad de los 

extractos.  

4.2.2. Análisis de los perfiles de compuestos encontrados en las diferentes especies en 
estudio 
Morinda royoc L 

Los perfiles de los compuestos detectados en las muestras analizadas de la especie Morinda 

royoc se muestran en los cromatogramas contenidos en la Figura 12. A pesar de que hubo 

diferencias, al detectarse picos de sustancias diferenciales para todas las muestras,  se 

encontró una mayor similitud en los perfiles entre las muestras de las hojas de plantas en 

campo y los brotes in vitro, así como similitud entre los callos y las suspensiones celulares en 

cuanto a los perfiles de expresión de metabolitos. 
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Las diferencias observadas en los perfiles entre hojas de campo-brotes in vitro y callos-

suspensiones celulares puede explicarse por las distintas fases de desarrollo, organización de 

tejido y diferenciación celular entre estos tipos de muestras, lo que implica una regulación 

diferencial de la expresión génica y por consiguiente diferencias en los compuestos obtenidos 

en los distintos sistemas de cultivo.  

Al realizar una comparación individual de cada uno de los compuestos detectados en estas 

muestras con la base de datos MEGABOLITE ® se observaron diferencias en cuanto a la 

presencia y concentración de los compuestos  identificados y no identificados. Los compuestos 

identificados son aquellos que, basados en los tiempos de retención y datos de masa molecular, 

mostraron similitud con compuestos en la base de datos. Los compuestos no identificados son 

aquellos donde no se encontró coincidencia con la base de datos y pueden constituir nuevos 

compuestos sin antecedentes para la ciencia. 

En la tabla 3 se muestran los compuestos aislados en las hojas de las plantas en campo, se 

logró identificar iridoides (cuchilosido, osmantusido y 10 acido escandosido) los cuales poseen 

la misma masa molecular y con una cantidad equimolar entre ellos, a excepción de 

asperulosido que aparece en mayor concentración (128.6mg/10g) con respecto a los anteriores. 

 En los brotes in vitro el único compuesto identificado fue asperulosido, este compuesto aparece 

en menor concentración (22.8mg/10g) que en las hojas de las plantas en campo como se 

muestra en la tabla 4. Se encontraron 19 compuestos no identificados en los brotes in vitro que 

no se encuentran en las hojas de plantas en campo, y los que coinciden con Masas moleculares 

(817, 820, 826, 936,774, 914, 916) en ambas muestras la concentración es menor en los brotes 

in vitro.  

En el cultivo de callos y suspensiones celulares fue donde se encontró el mayor número de 

compuestos identificados, los cuales no se aislaron en las hojas de las plantas en campo ni en 

los brotes in vitro (Tablas 5 y 6). 
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Figura 12. Cromatogramas de los análisis de HPLC de muestras de la especie Morinda royoc. 
Plantas en campo (1), Brotes in vitro (2), Callos (3), Suspensiones celulares (4). 
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En el cultivo de callos se encontraron compuestos como aminoácidos (fenilalanina y triptofano), 

sesquiterpenos (kessilglicol), glicósidos flavonoides (biochanina, cosmosina, negleteina, 

mateucinol, morindina), glicósidos cardiotónicos (cimarina), flavonas (tevetiaflavona). 

Los cultivos de callos y de suspensiones celulares poseen un metabolismo muy activo debido a 

que en ellos hay constante división mitótica, de ahí que el espectro de compuestos producto del 

metabolismo primario y secundario sea más amplio. 

En los cultivos de callos y suspensiones celulares hubo 33 y 26 (¨nuevos¨) compuestos no 

identificados respectivamente, que no aparecen en las hojas de las plantas en campo ni en los 

brotes in vitro. Los compuestos comunes en ambos sistemas de cultivo con igual Masa molar 

(940, 254, 506, 270, 180, 314, 252, 284, 239, 578, 837) aparecen en menor concentración en 

las suspensiones celulares lo cual puede deberse a diferencias propias en la actividad 

metabólica en cada uno de ellos y posiblemente también por una mayor difusión hacia el medio 

de cultivo líquido en las suspensiones celulares.  

Steven (1998) plantea que el cultivo de callos ha sido extensivamente investigado para la 

producción de metabolitos secundarios, por su fácil establecimiento, manipulación y rápido 

crecimiento. Con frecuencia para investigaciones in vitro los cultivos de callos con rápido 

crecimiento son más convenientes para producir grandes cantidades de tejidos requeridos para 

la detección de metabolitos secundarios que son encontrados en bajas concentraciones. 

Autores como Xu et al. (1998) y Zhao et al. (2001a) han demostrado que a pesar del bajo grado 

de diferenciación de las células en el cultivo de callos y suspensiones celulares ha sido posible 

la producción de metabolitos secundarios de gran interés. 
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Tabla 3. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en las hojas de plantas en 
campo de la especie Morinda royoc. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, 
Prognosis (mg/10 g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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Tabla 4. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en los brotes in vitro de la 
especie Morinda royoc. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, Prognosis 
(mg/10 g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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Tabla 5. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en el cultivo de callos de la 
especie Morinda royoc. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, Prognosis 
(mg/10 g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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Tabla 6. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en suspensiones celulares 
de la especie Morinda royoc. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, 
Prognosis (mg/10 g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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Los cultivos indiferenciados necesitan una capacidad biosintética para unir moléculas complejas 

o requieren un grado de citodiferenciación para separar estas moléculas una vez sintetizadas. 

El resultado ha sido que muchos metabolitos secundarios no se encuentran en cultivo de callos 

y en casos donde se ha detectado la concentración es mucho mas baja que en plantas (Steven, 

1998). 

En el cultivo de suspensiones celulares se encontraron flavonoides de actividad cardiotónica, 

antraquinonas y otras sustancias como la artemisinina de gran interés farmacéutico que no son 

producidas en los restantes sistemas de cultivo. 

En ambos sistemas de cultivo aparecen compuestos identificados comunes (cosmosina, 

thevetiaflavona, morindina, mateucinol, negleteina) pero en menor concentración en las 

suspensiones celulares. La morindina es un compuesto específico del genero Morinda y se 

identificó en el cultivo de callos (16.6mg/10g) y en suspensiones celulares (11.1mg/10g). En el 

cultivo de callos y suspensiones celulares, generalmente el sitio de almacenaje de flavonoides, 

alcaloides y glicósidos son las vacuolas, esta acumulación de metabolitos en el cultivo de callos 

es más frecuente a medida que ellos envejecen y en las suspensiones celulares al final del 

crecimiento. Según Bourgaud et al. (2001), los metabolitos secundarios que son producidos en 

las suspensiones celulares generalmente se encuentran durante la fase estacionaria. Durante 

las etapas tempranas cuando el crecimiento es muy activo las cadenas de carbono están 

principalmente distribuidas para el metabolismo primario (estructuras celulares y procesos 

respiratorios), cuando se detiene el crecimiento las cadenas de carbono largas no son 

necesarias en grandes cantidades para el metabolismo primario y los compuestos secundarios 

son sintetizados activamente. Frecuentemente se observa que muchas de las nuevas 

actividades enzimáticas ausentes durante la fase exponencial aparecen durante la fase 

estacionaria, por lo que varios autores hacen mención a una posible diferenciación bioquímica 

de las células cuando se detiene el crecimiento celular (Payne et al., 1991).  Resultados 

similares a estos se encontraron en callos y suspensiones celulares de la especie Morinda 
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elliptica donde se indican altos niveles de antraquinonas en la fase estacionaria coincidiendo 

con el cese del crecimiento celular (Chong et al., 2004).  

La diferencia en la producción de compuestos entre el cultivo de callos y suspensiones 

celulares con relación a las plantas en condiciones naturales puede ser el resultado de la 

carencia de diferenciación y organización en los sistemas de cultivo de células, la diferenciación 

morfológica y celular es necesaria para la expresión de metabolitos secundarios de muchas 

plantas (Sasse et al., 1998; Constabel et al., 1999).  

Stalman et al. (2003) encontraron que mediante el cultivo de suspensiones celulares de M. 

citrifolia es posible la obtención de compuestos activos como las antraquinonas, el cual fue 2,17 

veces mayor que el que se obtiene a partir de la raíz de la planta. 

Rech et al. (1998) al realizar estudios con Rawolfia sellowi mostraron que en el cultivo de 

células en suspensión se acumularon al final del estado de crecimiento algunos alcaloides que 

son encontrados en plantas intactas, siendo la sellowina el compuesto mayoritario encontrado 

en las células cultivadas in vitro. 

Milesi et al. (2001) en el cultivo de suspensiones celulares de Ruta graveolens aislaron 

compuestos no encontrados en plantas en campo y caracterizaron dos nuevas chalconas en el 

cultivo de callos. También aislaron nuevos alcaloides tropánicos y antraquinonas en el cultivo de 

suspensiones celulares de la especie Belladona. 

Sato et al. (2001) encontraron que en el cultivo de callos y suspensiones celulares de 

Andrographis paniculata se produjeron nuevos sesquiterpenos, pero no el diterpeno producido 

por la planta intacta, atribuyendo este metabolismo anormal de terpenos a la carencia de tejido 

organizado en estos cultivos de células. 

Wilken et al. (2005) establecieron cultivos de órganos y de células en las especies Lavandula 

officinalis, Hypericum perforatum, Cymbopogon citratus y Fabiana imbricata para determinar la 

producción de compuestos bioactivos comparado con plantas cultivadas en condiciones de 

campo. Solo en la especie Lavandula officinalis, el mayor contenido del compuesto de interés 
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fue encontrado en el cultivo de células. En las otras tres especies estudiadas el contenido del 

compuesto fue siempre menor en el cultivo in vitro comparado con las plantas en condiciones 

de campo.  

Abdullah et al. (1998); Hirazumi y Furusawa (1999); Abdullah et al. (2000); Ajaiyeoba et al. 

(2003) emplearon en sus estudios cultivo de células de la especie Morinda elliptica que produce 

antraquinonas con atividad bactericida, fungicida y anti-leucémica. 

La fenilalanina es un aminoácido aromático, la cual es efectiva como tratamiento para el dolor 

de espalda baja, dolores menstruales, migrañas, dolores musculares, de artritis reumatoide y de 

osteoartritis. También se ha utilizado para el tratamiento del dolor severo de huesos, en 

pacientes con cáncer prostático metastático (Croteau et al., 2000). 

Los iridoides son monoterpenos que son encontrados como constituyente natural en un gran 

número de familias de plantas, usualmente como glucósidos y juegan un papel importante en 

las actividades biológicas, tienen actividad cardiovascular, antitumoral, antiviral e 

inmunomodulador. Presentan distintas propiedades farmacológicas como sedantes y 

favorecedores del sueño por su acción a nivel del sistema nervioso central, también son 

importantes sus propiedades antiinflamatorias, y analgésicas (Ghisalberti, 1998). 

El osmantosido es uno de los constituyentes de una tableta antioxidante denominada (Pau D´ 

Arco)  con propiedades anticancerígeno, antibacterial, antinflamatoria (Ray, 2004).  

Los flavonoides son sustancias fenólicas de actividad antioxidante siendo esa actividad 

biológica la de mayor interés (Pietta, 2000), poseen además propiedades antiinflamatorias; 

antitrombóticas; antimicrobianas; antialérgicas; antitumorales; antiasmáticas e inhibidoras de 

enzimas como la transcriptasa reversa, proteína quinasa C, tirosina quinasa C, calmodulina, 

ornitina decarboxilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa. Se han descrito efectos protectores en 

patologías tales como la diabetes mellitus, cáncer, cardiopatías, úlcera estomacal y duodenal e 

inflamaciones, tiene acciones antivirales y antialérgicas, así como propiedades antitrombótica y 

antinflamatoria (Flórez et al., 2002).  
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Se ha reportado en las raíces de la especie Morinda citrifolia antraquinonas de actividad 

carcinogénicos (Duke et al., 1992), laxantes y litolíticos (Pizzorno J and Murray T 1985), 

asperulosido con actividad antinflamatoria (Leung Y and Foster S 1995), hipotensivo List H et 

al., 1979), laxativo (Williamson et al .,1998). 

Este informe constituye el primero realizado sobre la detección de morindina en la especie 

Morinda royoc, pues solo había sido descrita con anterioridad en raíces en la especie Morinda 

citrifolia sin actividad biológica reportada (Duke 1992). 

Se comprobó que en los cultivos de callos y suspensiones celulares se obtiene un amplio 

espectro de sustancias, superior a los obtenidos en las muestras de hojas de plantas en campo 

y brotes in vitro, es decir en tejidos menos especializados la gama de compuestos producidos 

fue superior.Además fue posible detectar compuestos no identificados hasta el momento, en 

brotes, callos y suspensiones celulares.   

Psidium guajava var “EEA18-40” 

En los cromatogramas de la Figura 13 se muestran los perfiles de compuestos detectados en 

las muestras de hojas de plantas en campo y brotes multiplicados in vitro. A diferencia de lo 

observado en la especie Morinda royoc donde hubo gran similitud entre los perfiles de 

compuestos detectados en las hojas de plantas en invernadero y los brotes in vitro, en el caso 

de Psidium guajava las muestras de hojas de plantas en campo y los brotes multiplicados in 

vitro presentaron perfiles de expresión completamente distintos.  

En las muestras de hojas de plantas en campo (Tabla 7), se encontraron entre los compuestos 

identificados la myricitrina que es una sustancia propia de la familia Myrtaceae y que no fue 

detectada en los brotes in vitro. Se encontraron flavonas como catechina y prunina, esta última 

es de todo este grupo la que se encuentra en mayor concentración (348.6mg/10g). Otros 

compuestos encontrados en las hojas de plantas de campo fueron esteposido y piracantosido 

con equidad en la masa molar y en la concentración, los mismos aparecen en menor 

concentración que las flavonas. Se observó que varios de los compuestos no identificados son 
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isómeros de los compuestos identificados (catechina, esteposido, piracantosido, myricitrina, 

prurina).  

El número de compuestos detectados (identificados y no identificados) en las muestras de las 

hojas de plantas en campo fue superior al de los brotes in vitro. En los brotes in vitro los 

compuestos identificados pertenecen al grupo de los triterpenos, saponinas y ácidos (Tabla 8). 

Al analizar los compuestos no identificados se observó que se aislaron 23 compuestos que no 

se encontraron en las hojas de plantas en campo y que aparecen con una concentración menor. 

La mayoría de los compuestos identificados en ambas muestras son sustancias antioxidantes y 

pudieran tener un efecto en el fortalecimiento del sistema inmunológico y disminuir el riesgo de 

tumores malignos (Jiménez, 2001; Suntornsuk, 2002). El extracto de ramas verdes de Psidium 

guajava ha sido usado en la medicina tradicional para neutralizar el efecto de las diarreas, 

atribuyéndosele un efecto significativo en la disminución de las enfermedades gastrointestinales 

(Wei, 2000).  

Dicosmo y Misawa (1995) demostraron que en brotes in vitro de las especies Catharanthus 

roseus, Papaver somnifera y Ruta graveolus aislaron sustancias que no fueron encontradas en 

plantas de campo, ellas son el resultado de alteraciones en la parte funcional de genes que 

ocurren debido a la exposición de estímulos químicos y físicos, por lo que el cultivo de tejidos 

de plantas producen compuestos que no son encontrados en plantas intactas, lo que representa 

una alternativa para investigar nuevos compuestos. 

Estos resultados se corresponden con los obtenidos en Morinda royoc y reafirman la hipótesis 

de que el cultivo in vitro es una fuente potencial para la identificación y producción de nuevos 

compuestos.  
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Figura 13. Cromatogramas de los análisis de HPLC de muestras de la especie Psidium 
guajava. Plantas en campo (1), Brotes in vitro (2). 
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Tabla 7. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en las hojas de plantas en 
campo de la especie Psidium guajava. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, 
Prognosis (mg/10 g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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Tabla 8. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en brotes in vitro de la 
especie Psidium guajava. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, Prognosis 
(mg/10 g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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Morus alba var “Criolla” 

Al igual que en Psidium guajava y contrario a lo observado en Morinda royoc, en Morus alba los 

perfiles de compuestos detectados en las muestras de hojas de plantas de campo y brotes 

multiplicados in vitro son diferentes (Figura 14). Estas observaciones conducen a la hipótesis de 

que cada genotipo reacciona de forma distinta al cultivo in vitro, que su capacidad de 

adaptación o respuesta a las condiciones del ambiente in vitro es diferente y por tanto los 

compuestos que se sintetizan como respuesta a estas condiciones ¨anormales¨ de crecimiento 

es distinta para cada genotipo.  

La tabla 9, muestra la diversidad de compuestos identificados y no identificados en las muestras 

de hojas provenientes de las plantas en campo, siendo superior que la gama de compuestos 

encontrados en los brotes in vitro. En esta especie fueron encontrados varios tipos de flavonas, 

como la magnoliosida, myricitrina, escopolina. 

En los brotes in vitro se identificaron compuestos aromáticos típicos del género Morus que no 

fueron encontrados en las hojas de las plantas en campo analizadas anteriormente, según se 

muestra en la tabla 12. Se encontraron 24 nuevos compuestos no identificados que no 

aparecen en las hojas de las plantas en campo. No obstante, los compuestos comunes (con 

masas moleculares de 534, 589, 606, 611, 774, 936) presentan una menor concentración en los 

brotes in vitro que en las hojas de plantas de campo.  

Dentro de las sustancias encontradas en esta especie se ha reportado el uso de la escopolina 

que posee propiedades broncorelajantes, antialérgicas, antibacterianas, anticancerígeno Duke, 

(2005) antigingivitis, antinflamatorias, y antiespasmódicas (Williamson M. et al, 1998). La 

myricitrina que se reporta como una sustancia de actividad antioxidante (Duke, 2005).  

En todas las especies en estudio fue posible mediante el cultivo in vitro la identificación de 

compuestos que no se expresan en muestras de hojas de plantas en campo o invernadero y a 

la vez fue detectada una amplia gama de compuestos nuevos, que no fue posible identificar y 

que constituyen una fuente importante de nuevas moléculas con posible función biológica. Este 
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segundo grupo de compuestos deben constituir un tema de trabajo para futuras investigaciones 

con el objetivo de purificar y determinar con exactitud la estructura química de aquellos que por 

la predicción basada en los datos de masa molecular y tiempos de retención sean de mayor 

interés para aplicaciones en la industria farmacéutica. 

 

 

Figura 14. Cromatogramas de los análisis de HPLC de muestras de la especie Morus alba. 
Plantas en campo (1), Brotes in vitro (2). 
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Tabla 9. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en plantas en campo de la 
especie Morus alba. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, Prognosis (mg/10 
g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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Tabla 10. Resumen de los compuestos aislados mediante HPLC-MS en brotes in vitro de la 
especie Morus alba. Rt- Tiempo de retención, MW- masa molecular estimada, Prognosis (mg/10 
g) – concentración estimada en mg por cada 10 g de masa seca. 
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       5. CONCLUSIONES  
 

1. En todas las especies en estudio (Morinda royoc L, Psidium guajava L var “EEA18-40”, 

Morus alba L var “Criolla”) se pudo comprobar que el contenido de agua es mayor en el 

material vegetal obtenido en los sistemas de cultivo in vitro con relación a las muestras 

obtenidas de plantas cultivadas en campo o invernadero. 

2. En la especie Morinda royoc el cultivo de brotes es el sistema de cultivo in vitro más 

factible para la producción de biomasa con mayor contenido de materia seca comparado 

con el cultivo de callos y células.  

3. Los rendimientos de los extractos en todas las especies en estudio fueron siempre 

mayores en los sistemas de cultivo in vitro en comparación con los obtenidos en plantas en 

campo o invernadero, estos son mayores a medida que la diferenciación es menor (brotes, 

callos y suspensiones celulares).  

4. En la especie Morinda royoc se obtuvo el más amplio espectro de compuestos en el 

cultivo de callos y suspensiones celulares, en comparación con las muestras de hojas de 

plantas en invernadero y brotes multiplicados in vitro. 

5. Los perfiles de compuestos detectados en plantas de invernadero y brotes in vitro en M 

royoc fueron similares, mientras que en Psidium guajava y Morus alba los perfiles de 

expresión entre muestras de hojas de plantas en campo y brotes in vitro fueron distintos, lo 

que demuestra que cada genotipo reacciona de forma distinta al cultivo in vitro y por tanto 

los compuestos que se sintetizan como respuesta a estas condiciones ¨anormales¨ de 

crecimiento es distinta para cada genotipo.  

6. En todas las especies en estudio fue posible, mediante el cultivo in vitro,  la identificación 

de compuestos que no se expresan en muestras de hojas de plantas en campo o 

invernadero y a la vez fue detectada una amplia gama de compuestos nuevos, que no fue 

posible identificar y que constituyen una fuente importante de nuevas moléculas con 

posible función biológica de aplicación en la industria farmacéutica.  
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Recomendaciones 

 

6. RECOMENDACIONES 

1. Purificar y determinar con exactitud la estructura química de aquellos compuestos 

detectados en las muestras de cultivo in vitro, que por la predicción basada en los datos de 

masa molecular y tiempos de retención sean de mayor interés para aplicaciones en la industria 

farmacéutica, tales como los iridoides encontrados en brotes, callos y suspensiones celulares 

de Morinda royoc. 

2. Evaluar el efecto de la aplicación de elicitores sobre el perfil de metabolitos producidos en 

diferentes sistemas de cultivo in vitro (brotes, callos, suspensiones celulares) como una vía 

para ampliar la gama de compuestos o incrementar la concentración de compuestos 

específicos. 

3. Estudiar en otras especies vegetales de interés farmacéutico diferentes sistemas de cultivo 

in vitro para la producción de biomasa y determinación de metabolitos secundarios. 
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