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SUMMARY

Plants produce a peculiar group of natural products, particular to the plant kingdom, the
secondary metabolites, which are very numerous and structurally diverse. Provided that plant cells
can grow “in vitro”, their culture offers the possibility of producing some of these compounds of
pharmaceutical interest in large quantities. Alkaloids, steroids, cardiotonic glycosides, quinones
and terpens, for example, are produced by either cell suspension cultures or immobilized cells:
sometines at a higher rate than in the whole plant. These systems are also used to yield several
substances by means of a given biotransformation reaction which cannot be achieved in any other
way. The use of cell cultures in pharmaceutical industry is just one of the many sides of plant
biotechnology, which is proving to become an indispensable technique soon in the future.

INTRODUCCIO

Les plantes superiors, a més de consti-
tuir una font abundant de productes natu-
rals indispensables per I’home., com ara
additius alimentaris, fustes, fibres i olis,
son també els productors més importants
de productes farmacéutics i de materials
de diagnosi. Aixo no obstant, I"augment de

les dificultats per a aconseguir un submi-
nistrament efica¢ de plantes medicinals,
degut en molts casos a la seva localitzacio
geografica, al baix rendiment del principi
actiu, subjecte a variacions estacionals, a
la drastica disminuci6 dels recursos vege-
tals com a conseqiiéncia del trastocament
de I’entorn natural per part de I’home, i a
’augment dels problemes técnics i/o
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Enzims del metabolisme secundari a‘n’llatsT lA ;{li}li";c;ts a partir de cultius de cel-lules vegetals
Enzim Font Referéncia
cafeoil-Coa: quinat cafeoil transferasa Stevia rebaudiana 202
calcona isomerasa Phaseolus vulgaris 45
calcona sintasa Petroselinum hortense 98
cinamoil CoA reductasa 1 cinamil alcohol:

NADP* deshidrogenasa Glycine max 112
fenilalanina amoni liasa Petroselinum hortense 225
hidroxicinamoil CoA ligasa Petroselinum hortense 92
strictosidina glucosidasa Catharanthus roseus 75
strictosidina sintasa Catharanthus roseus 198

econodmics en el conreu de les plantes sil-
vestres, ha induit nombrosos laboratoris a
utilitzar d’altres fonts alternatives a la pro-
ducci6 agricola, essent una d’elles el cultiu
de teixits i cél-lules en suspensié d’origen
vegetal (35).

La metodologia dels cultius de cel-lules
vegetals actualment s’esta desenvolupant a
un nivell que permet considerar seriosa-
ment llur potencial per I’aplicacid biotec-
nologica i la producci6 farmaceutica, i son
nombrosos els treballs que s’han publicat
al respecte (4, 13, 17, 21, 37, 56, 58, 116,
166, 167, 194), alguns dels quals han mos-
trat que un ampli espectre de models ci-
tologics i bioquimics de diferenciacié po-
den expressar-se a nivell de cél-lules indife-
renciades en cultius en suspensid (218,
219).

D’entre les principals avantatges que
ofereixen els sistemes de cultius de cel-lu-
les vegetals respecte als cultius convencio-
nals de plantes senceres, poden destacar-
se: 1) la producci6 dels compostos d’inte-
rés medicinal sota condicions ambientals
controlades, i per tant reproduibles, inde-
pendentment dels canvis climatics i esta-
cionals o de les condicions del sol; 2) I'a-
septicitat d’aquests sistemes experimen-
tals, lliures de microorganismes i/0 insec-
tes; 3) la facil multiplicacié de les cel-lules

de qualsevol tipus de planta, tropical o
alpina, per produir els seus metabolits es-
pecifics, i 4) la reduccio del cost i augment
de la productivitat deguts al control auto-
matitzat del creixement cel-lular 1 a la re-
gulaci6 racional dels processos metabolics
(184).

Degut a aquestes avantatges, durant la
darrera década han estat estudiades les ca-
pacitats biosintétiques de diversos cultius
de cel-lules i teixits vegetals, tot obtenint-
se uns resultats que si bé no son sempre
satisfactoris quant als nivells de productes
obtinguts, ofereixen una possibilitat unica
per a la detecci6 de nous compostos d’inte-
rés medicinal no trobats anteriorment en
les plantes intactes, alguns dels quals es
podran produir en un futur proxim a nivell
industrial (59, 70, 74, 104, 138, 158). Aixi
mateix, aquests sistemes experimentals
també son de gran utilitat a ’hora d’efec-
tuar estudis metabolics, ja que s’evita la
possible manca d’uniformitat entre els in-
dividus quan les experiéncies es realitzen
amb plantes senceres (52, 102, 177). A
més, amb aquesta metodologia son diver-
sos els enzims aillats fins ara implicats en
la biosintesi de diferents grups de metabo-
lits secundaris (taula 1).

Es ben sabut que els microorganismes
han permes la produccio a gran escala de
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productes farmaceutics i d’altres productes
naturals d’interés. No obstant aixo, les in-
vestigacions dels darrers anys mitjangant
cultius de cel-lules vegetals han posat de
relleu les diferéncies fonamentals entre
aquests cultius i els microbians, les quals
radiquen en el creixement molt més rapid
dels microorganismes i en medis de cultiu
menys costosos, la menor sensibilitat d’a-
quests ¢ssers vius al stress de cisallament
produit pels sistemes de fermentacié d’agi-
tacid mecanica, 1 la major facilitat per la
seleccio de les soques interessants (200).

Considerant aquests factors, 1 en vista
de la gran eficacia biotecnologica basada
en fongs 1 bacteris, aixi com del paper
decisiu que els factors economics juguen
en tot procés industrial (57, 69), els cultius
de cel-lules vegetals tan sols poden ser co-
mercialment competitius quan s’utilitzin
per a la produccio de compostos especifics
d’origen vegetal els quals no es poden ob-
tenir per altres procediments (90, 129). Per
aixo, els cultius de ceél-lules vegetals deu-
rien aplicar-se en algun dels segiients as-
pectes: 1) per a la produccid de productes
naturals d’interés medicinal si el cultiu cel-
lular proporciona una quantitat significati-
vament major que la planta intacta, o bé si
no es disposa de suficient quantitat de ma-
terial vegetal; 2) per a la produccié de
constituents vegetals interessants per bio-
transformacié a partir de precursors de
baix cost els quals no poden ser eficagment
transformats per métodes quimics o mi-
crobians; 3) per a la produccié de nous
compostos, com ara intermediaris biosin-
tetics, si mostren noves propietats biologi-
ques, 1 4) per a la produccié de compostos
vegetals especifics, com ara enzims o lecti-
nes, que tan sols poden aillar-se a partir de
cel-lules vives i no de material vegetal in-
tacte.

Draltra banda, el cultiu de teixits, em-
prat ja des de fa una trentena d’anys amb
la finalitat d’aplicar-ho a la produccid de
substancies medicinals (29, 31), actual-

ment esta augmentant en importancia com
un instrument per a la propagacié a gran
escala de plantes individuals préviament
seleccionades, la recuperacid a gran escala
de plantes individuals préviament selec-
cionades, la recuperacié de plantes exemp-
tes de malalties especifiques, 1 la produccid
d’hibrids somatics (11). Aixi, la recerca
sobre la formaci6 de protoplasts, la recupe-
racié de cel-lules vegetals haploides, i llur
manipulacié genetica son, juntament amb
la produccié de substancies d’interés me-
dicinal, arees fructiferes en I’aplicacié del
cultiu de teixits 1 cel-lules en suspen-
si6 (68).

En el present treball s’ha estimat més
adient exposar alguns temes de recent ac-
tualitat, com ara la producci6 de metabo-
lits secundaris mitjangant ce¢l-lules immo-
bilitzades, o la biotransformacié de subs-
trats en compostos d’interés medicinal en
cultius de cel-lules en suspensid, entre d’al-
tres, en detriment de la descripcid, per radé
de la seva extensid, dels factors tant ex-
terns (llum, temperatura, condicions nutri-
tives, fitohormones, etc.) com interns (es-
tats de desenvolupament i diferenciacio,
estabilitat genética, etc.), que influeixen en
la produccid i/0 acumulacié de consti-
tuents secundaris en aquests sistemes ex-
perimentals, descrits prou ampliament en
diverses publicacions (18, 54, 67, 72, 117,
142, 157).

ALGUNS ASPECTES DE LA
TECNICA DEL CULTIU DE
CEL-LULES

El primer pas en I’establiment dels cul-
tius de cel-lules vegetals és I’obtencio dels
cultius de call en un medi nutritiu solid, el
qual cal que contingui tots els nutrients
essencials per tal de mantenir el creixe-
ment i la divisio cel-lulars, necessitats que
poden variar substancialment d’una espé-
cie a una altra.
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Un call es caracteritza per ser una asso-
ciacié més o menys lliure de cél-lules en la
qual no s’observa teixit diferenciat, pero
degut fonamentalment al seu creixement
lent, la naturalesa relativament homogeénia
de les cel-lules cultivades i la possible for-
maci6 de centres de diferenciacio, com ara
traqueides, aquests cultius no poden ser
utilitzats directament amb finalitats bio-
tecnologiques (91, 217). Aix0 no obstant,
també han estat descrits nombrosos tre-
balls amb cultius de call respecte a I'a-
cumulacié de constituents vegetals molt
diversos com, per exemple, acids
grasos (164), alcaloides (136), amino-
acids (110), diosgenina (165), L-DOPA
(22), ginsenosids (64), glicirricina (190),
olis volatils (39), proteines (138), etc. Tots
aquests compostos son d’us medicinal i/0
farmacéutic, encara que la produccid,
igualment mitjangant la técnica del cultiu
de teixits, d’insenticides, condiments, per-
fums i agents colorants, també¢ han estat
objecte d’una atencio especial.

Els cultius de cel-lules en suspensid re-
presenten I’aplicacid biotecnologica més
avantatjosa dels cultius cel-lulars d’origen
vegetal. Consisteixen en cel-lules aillades,
o petits agregats de 2 a 20 cel-lules, que
poden considerar-se relativament homoge-
nies respecte al creixement 1 a la diferen-
ciacid, havent-se comprovat, a més, que
son les millors adaptades tant per la selec-
ci6 de cel-lules de rapid creixement com
per I’expressido de diversos programes de
diferenciacio bioquimica (ex: acumulacid
de pigments, formacié d’enzims, etc.).

Les cel-lules vegetals, en comparacid
amb la majoria de microorganismes, re-
quereixen un medi de creixement més
complexe, en el qual, a més d’altres sals
inorganiques i elements traga, i I’adminis-
traci6 del nitrogen en forma d’ions nitrat 1
amoni, rutinariament se suministren tres
vitamines: tiamina, piridoxina i acid nico-
tinic, encara que la seva necessitat absolu-
ta tan sols ha estat comprovada en alguns

casos. D’altra banda, quant a la font prin-
cipal de carboni 1 energia, la qual general-
ment consisteix en un 2-3 % de sacarosa,
glucosa o fructosa, també han estat em-
prats amb exit pel creixement de cultius
cel-lulars d’altres sucres, com ara la malto-
sa, trealosa, rafinosa o estaquiosa, 1 fins 1
tot s’han assajat substrats més barats com,
per exemple, molases o d’altres residus del
processament de la bledarave o de la canya
de sucre (187).

Aix0 no obstant, per tal d’aconseguir
una adequada combinacié de maxim crei-
xement 1 Optima expressidé de models par-
ticulars de diferenciacid citologics o bio-
quimics, dos tipus de fitohormones, fona-
mentalment auxines 1 citoquinines, son de
gran importancia per als cultius en suspen-
sid de cel-lules vegetals, si bé no n’han
establert normes definitives quant a la
composicid qualitativa 1 quantitativa en
que han d’ésser presents en el medi. Degut
a que la promocid de creixement 1 I’acu-
mulacio de productes secundaris poden re-
querir diferents dosis de fitohormones, al-
guns autors suggereixen de fer créixer pre-
viament la biomassa necessaria en un
medi de creixement apropiat i transferir
després les cel-lules a un medi diferent per
tal de provocar la maxima acumulacio del
producte (220, 223).

En I’actualitat, doncs, es poden dur a
terme cultius de cel-lules vegetals en sus-
pensio que mostrin un ampli espectre de
models de diferenciacio citologics 1 bioqui-
mics, i que puguin cultivar-se en serie en
medis standard completament definits,
amb una gran probabilitat d’exit.

D’altra banda, per tal que un cultiu de
cel-lules vegetals en suspensio assoleixi un
nivell de produccié biotecnologicament
rendible, cal augmentar al maxim la velo-
citat de biosintesi en la poblacio de cel-lu-
les cultivades, molt heterogenies respecte
al metabolisme secundari. Amb aquesta fi-
nalitat, previament s’ha d’obtenir una po-
blacié de cel-lules de gran capacitat biosin-
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teética mitjangant un programa de seleccio
eficag el qual deu complir, segons Tabata i
col. (185), les segiients condicions: a) gran
variabilitat en la poblaci6 cel-lular inicial
per tal de disposar d’un bon material de
partida per a la seleccid; b) utilitzacié del
clonatge de cel-lules individuals mitjan-
¢ant plaques com a métode d’aillament, i
¢) utilitzacié d’un meétode senzill, i alhora
sensible, de “screening’ per tal de detectar
els productes secundaris en els diferents
clons.

Aixi, la primera etapa d’aquest procedi-
ment seguit en alguns laboratoris consis-
teix en seleccionar plantes altament pro-
ductives d’entre una poblacidé d’individus
d’una mateixa especie, ja que es pot trobar
una gran diversitat quan a I’acumulacié de
constituents secundaris. Amb [I'inici dels
cultius de call a partir d’aquestes plantes és
d’esperar que els factors genétics, respon-
sables en la planta intacta d’aquesta gran
productivitat, es preservaran en el cultiu
cel-lular i influenciaran acumulant els me-
tabolits secundaris en una gran proporcio.
L’estudi comparatiu dels resultats fins ara
obtinguts demostren que aquesta estrate-
gia déna com a resultat una major proba-
bilitat de trobar una soca de cél-lules amb
un gran contingut de productes secundaris
(147, 222).

Els cultius de cél-lules en suspensié deri-
vats d’aquestes soques de gran productivi-
tat, via cultiu de call, es depositen damunt
discs d’agar en un medi adequat i poste-
riorment s’analitzen les microcolonies o
calls desenrotllats respecte a llur contingut
de compost secundari. D’aquesta manera
es poden seleccionar aquelles soques alta-
ment productives i de rapid creixement les
quals posteriorment seran utilitzades per
I'establiment dels cultius de ceél-lules en
suspensio (213). Aquest tipus de metodo-
logia ha estar aplicat amb éxit durant la
seleccio de soques de Lithospermum eryth-
rorhizon i Nicotiana tabacum de gran pro-
ductivitat en shikonina i nicotina, respec-

tivament (185), i en el cas dels alcaloides
serpentina i ajmalicina en Catharanthus
roseus (222, 223).

L’eficacia d’aquest procés de seleccio de-
peén en gran mesura de la sensibilitat i
rapidesa del meétode analitic aplicat per a
determinar el metabolit secundari. En
aquest sentit, el radioimmunoassaig ¢és
considerat actualment el métode més pre-
cis 1 sensible, atés que un gran nombre de
mostres es poden analitzar quantitativa-
ment a nivell de nano- i picomol de forma
totalment automatitzada (106, 127, 1435,
207, 209). No obstant aix0, també poden
aplicar-se d’altres métodes alternatius, en-
cara que més molestos, especialment quan
s’han d’analitzar mescles de compostos du-
rant un procés de seleccid de soques de
cultius cel-lulars. Un exemple d’aixo el
constitueix I’anomenat ‘“‘cell squash met-
hod”, procediment molt versatil i econo-
mic descrit per Tabata i col. (185) i consis-
tent en pressionar el material soluble pro-
vinent de petits fragments de call entre
lamines de paper de filtre, les quals poste-
riorment poden ser ruixades amb reactius
especifics per tal de detectar la preséncia
de metabolits secundaris (ex: reactiu de
Dragendorff per alcaloides). Aquest méto-
de, encara que tan sols dona una estimacio
aproximada del contingut del producte se-
cundari dels calls, s’ha comprovat que és
suficientment segur, per exemple, pel
“screening’ de calls de Nicotiana tabacum
altament productius en nicotina (130).

Un requeriment previ per Iaplicacid
biotecnologica dels cultius en suspensié de
cel-lules vegetals és aconseguir una gran
estabilitat de les soques quant al creixe-
ment 1 a la capacitat de biosintesi. Aixi,
mentre que el creixement ha estat conside-
rat fins ara com un factor molt estable,
s’ha observat una marcada variabilitat res-
pecte al potencial bioquimic per acumular
compostos secundaris, desconeixent-se de
moment les causes d’aquesta inestabilitat
bioquimica (42).
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TAULA 2
Exemples de productes naturals aillats de cultius de call
Compost Classe de compost Planta Rendiment Referéncia
(% PS)
shikonina naftoquinona Lithospermum erythrorhizon 12,0 184
solasonina alcaloide Solanum laciniatum 3.3 223
glicirricina saponina Glycyrrhiza glabra 3,0 190
cafeina purina Coffea arabica 1,6 61
paniculida C sesquiterpe Andrographis paniculata 0,9 28
efedrina fenetilamina Ephedra gerardiana 0,6 140
visnagina furocrom Ammi visnaga 0,3 87

ACUMULACIO DE METABOLITS
SECUNDARIS

Els cultius de teixits 1 cél-lules vegetals,
ja des de la seva relativament curta aplica-
ci0, han estat contemplats com a fonts po-
tencials de constituents secundaris de di-
versa utilitat, 1 especialment de substan-
cies medicinals. Atés que les plantes supe-
riors son els productors més importants de
productes naturals d’interés farmaceéutic,
una de les principals avantatges que poten-
cialment podria esperar-se dels cultius de
cel-lules 1 teixits vegetals seria I’acumu-
laci6 de grans concentracions d’aquests
compostos 1 el descobriment de rutes alter-
natives per a la produccié d’aquestes subs-
tancies medicinals. Aixi mateix, tot sovint
s’ha relacionat aquest potencial amb el re-
cent 1 impressionant progrés en l’incre-
ment de 'acumulacio de compostos secun-
daris d’interes farmacéutic mitjangant sis-
temes microbians (90). Aixd0 no obstant,
degut als factors economics abans esmen-
tats, la produccié industrial d’aquest tipus
de compostos mitjangant el cultiu de cel-
lules i teixits vegetals tan sols podra tenir
éxit si els esforgos es concentren en pro-
ductes vegetals especifics farmacologica-
ment actius, a partir de plantes rares i/o de
dificil adquisicio.

En la darrera década s’han publicat

nombrosos estudis amb calls 1 cultius cel-
lulars en suspensié de diverses plantes, en
els quals s’ha descrit la formacid, 1 a vega-
des acumulacio en concentracions eleva-
des, de molts constituents secundaris dife-
rents, havent-se comprovat la influéncia
del medi, en especial la font de nitrogen i
la preséncia de fitohormones, sobre la pro-
duccid d’aquests compostos (2, 9, 100,
212).

A la taula 2 es relacionen diversos pro-
ductes naturals aillats de cultius de call
altament productius. Aquests exemples, 1
els de la figura 1, indiquen que en els cul-
tius cel-lulars poden acumular-se compos-
tos derivats de rutes biosintétiques molt
distintes. No obstant aixo, encara que en
els cultius de call pot assolir-se una gran
acumulacio de compostos, com ja ha estat
indicat anteriorment, aquests sistemes no
tenen aplicacid biotecnologica. En alguns
casos, pero, I'elevada acumulacié de cons-
tituents secundaris en cultius de call o de
cel-lules en suspensid probablement esta
relacionada amb la preséncia de models de
diferenciacio, essent un exemple d’aixo la
produccio de glicoalcaloides esteroidics de
Solanum khasianum (95), o I'acumulacid
d’alcaloides en cultius de Papaver somnife-
rum quan hi ha present un gran nombre de
cel-lules laticiferes especialitzades (125).

Encara que alguns metabolits secundaris
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Compost Classe de compost Planta Rendiment  Referéncia
(% PS)

verbacosid glucosid polifenolic  Syringa vulgaris 16 51
| alizarina antraquinona Morinda citrifolia 15-18 220
I acid rosmarinic  ester cafeoil Coleus blumei 15 141
V  shikonina naftoquinona Lithospermum erythrorhizon 12 183
vV diosgenina triterpe Dioscorea deltoidea ¥,2 146
VI  jatrorricina alcaloide Berberis stolonifera 7 77
VII  cafeoil putrescina ester cafeoil Nicotiana tabacum 6 15
VIII trigonelina alcaloide Trigonella foenun-graecum 5 139
[X  nicotina alcaloide Nicotiana tabacum 1-3.4 130
X ajmalicina alcaloide Catharanthus roseus 1 223
XI  serpentina alcaloide Catharanthus roseus 0,8 223
XII  ubiquinona-10 benzoquinona Nicotiana tabacum 0,5 79
XIIT glutatio péptid Nicotiana tabacum 0,2 14

Fig. 1. Cultius de cel-lules vegetals en suspensié de gran rendiment en la produccié de diversos productes na-
lurals.
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es produeixen en menor proporcid en els
cultius de cél-lules en suspensié que en
els de call, s’han descrit alguns casos en els
quals s’han assolit concentracions molt
elevades. En la figura 1 es mostren alguns
exemples de productes naturals aillats de
cultius de cel-lules en suspensidé de gran
productivitat, destacant-ne pel seu elevat
rendiment, considerablement més gran
que en la planta intacta, I’acumulacid
d’antraquinones 1 verbascosid en cultius
cel-lulars de Morinda citrifolia (220) 1
Syringa vulgaris (50), respectivament, 1
d’acid rosmarinic en Coleus blumei (141,
221), 1 més recentment en Anchusa offici-
nalis (41) 1 diverses espécies de Rosmari-
nus 1 Salvia (211). D’especial interés tam-
bé, degut al procediment amb el qual s’han
obtingut les soques, és la considerada acu-
mulaciéo de cafeoil-putrescina 1 feruoil-
putrescina en cultius de cel-lules en sus-
pensi6 de Nicotiana tabacum (15).

Dels altres compostos que son represen-
tants a la figura I, la ubiquinona, consti-
tuent de la cadena respiratoria mitocon-
drial, s’acumula en cultius cel-lulars en
suspensio de Nicotiana tabacum en un ni-
vell molt més gran que no pas en la planta
sencera (79). L’elevada produccio del tri-
peéptid glutatié en cultius de cél-lules foto-
mixotrofiques en suspensio d’aquesta ma-
teixa especie és particularment interessant
atés que aquest compost ¢s excretat al
medi de cultiu (14). El triterp¢ diosgenina
¢és d’especial interés per a la sintesi parcial
d’esteroides i fitosterols (188). Els alcaloi-
des indolics ajmalicina i serpentina, d’apli-
cacio actual en el tractament de malalties
circulatories, han estat aillats en cultius de
cel-lules en suspensié de Catharanthus ro-
seus, encara que en aquest cas ha estat
necessari un procediment rigurds de selec-
ci6 de soques altament productives per tal
d’assolir una acumulacio elevada d’aquests
metabolits secundaris (222, 223). Els gin-
senosids s’acumulen també en gran pro-
porcio en cultius de cel-lules de Panax gin-

seng (64, 154) 1 de P. quinquefolium (82),
havent-se comprovat farmacologicament
que l'extracte de call és gairebé tan actiu
com el d’arrel de ginseng, la qual té un
llarg periode de formacio.

Draltra banda, els cultius de cél-lules ve-
getals poden formar diversos tipus de qui-
nones en quantitat relativament elevades.
Es el cas, per exemple, de les especies Cas-
sia angustifolia, els cultius de call de la
qual produeixen antraquinones 1 diantro-
nes, amb una notable activitat laxant (60),
1 de C. tora, usada al Japo també com a
laxant, la qual acumula antraquinones,
com ara el crisofanol o I'emodina, en una
proporcié deu vegades superior a la de la
planta intacta (181). Aix0 no obstant, és de
destacar la familia de les Rubiacies com
una de les més estudiades actualment en
relacié a la produccid d’aquest tipus de
metabolits secundaris (80, 81, 155, 214).

Un altre grup de compostos d’interes
farmaceutic 1 produits també per cultius
cel-lulars son els pigments del tipus nafto-
quinona, emprats en alguns paisos pel
tractament de cremades 1 malalties de la
pell. Aixi, en cultius de cel-lules en suspen-
sio de Lithospermum erythrorhizon s’ha
obtingut un nivell de pigments de gairebé
vuit vegades superior al de l'arrel usada
com a droga crua (183, 199), havent-se
comprovat aixi mateix que aquests pig-
ments, derivats de la shikonina, sén simi-
lars als de I'arrell (180, 183). D’altra ban-
da, els extractes cloroformics dels cultius
de call han mostrat una activitat antimi-
crobiana davant germens gram-positius
semblant a la de I'extracte cloroformic de
I’arrell (182).

Els alcaloides, en general, son especial-
ment dificils de produir mitjangant els cul-
tius cel-lulars. La ra6 per la qual aixo suc-
ceeix no ¢€s prou clara, pero s’ha suggerit,
almenys pel que fa a alguns alcaloides, que
la disminucié de la seva biosintesi podria
ser deguda a un bloqueig metabolic d’una
reaccid especifica en la ruta biosintetica.
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Aixi, per exemple, en cultius de cel-lules
indiferenciades de Datura i Scopolia s’ha
demostrat que els baixos nivells alcaloidics
son causats principalment per la supressio
de la formacié d’acid tropic, la meitat aci-
da de la hiosciamina (179). D’altra banda,
en cultius cel-lulars de Stephania cepha-
rantha s’ha observat que la reaccié de me-
tilacid i la formacio del grup metilendioxid
no tenen lloc en les etapes finals de la ruta
biosintética que condueix a la formacid
dels alcaloides cefarantina i isotetrandrina,
acumulant-se en el seu lloc els alcaloides
intermediaris aromalina i berbamina (1).
Si fos possible d’eliminar aquesta manca
de metilacio, els cultius cel-lulars de S.
cepharantha serien capagos de produir I’al-
caloide d’interés medicinal, cefarantina. A
vegades també s’han observat resultats ne-
gatius en la produccié d’alcaloides en cul-
tius cel-lulars de Catharanthus roseus (152,
156); aixd no obstant, amb aquesta matei-
xa planta, 1 d’altres com Stemmadenia to-
mentosa.1 Voacanga africana (174), Berbe-
ris  wilsoniae (23), Solanum dulcama-
ra(49), Coptis japonica (151), Duboisia
leichhardtii (215), Ochrosia elliptica (97), i
diverses especies de Ruta (53), s’han dut a
terme amb exit experiéncies relatives a la
producci6 i/0 acumulacié d’aquests tipus
de metabolits secundaris.

En qualsevol cas, pero, una de les plan-
tes més estudiades des del punt de vista de
la seva possible aplicacié biotecnologica
per a I'obtencié de productes farmacéutics
¢s Catharanthus roseus, amb la qual s’han
realitzat nombrosos estudis, alguns d’ells
ja esmentats, dirigits els uns al coneixe-
ment del metabolisme de llurs alcaloides,
principals compostos farmacologicament
actius d’aquesta especie, alguns dels quals
son emprats clinicament en I’actualitat, i
els altres a determinar els factors interns
i externs que influeixen en una major acu-
mulacié d’aquests metabolits secundaris
en aquests sistemes experimentals (38, 46,
47,101, 103, 114, 120, 133, 163, 193).

Tots aquests exemples posen de mani-
fest que existeix una série important d’es-
tructures quimiques molt diferents i que,
obviament, poden expressar-se moltes ru-
tes biosintétiques distintes a nivell de cul-
tius de teixits i cel-lules en suspensié d’ori-
gen vegetal. Aixi, doncs, si es considera el
notable progrés dels darrers anys en el
camp de la produccié de metabolits secun-
daris en cultius de cel-lules en suspensio,
sembla raonable pensar que alguns d’a-
quests compostos en el futur es podran
acumular en grans quantitats mitjangant
I'aplicacié biotecnologica d’aquests siste-
mes (195, 204). A més, no tan sols cal
aplicar aquesta biotecnologia als cultius
que en I'actualitat ofereixen un baix rendi-
ment, sind que existeixen encara nombro-
ses plantes d’interés medicinal de les quals
llurs capacitats de biosintesi han d’ésser
investigades.

ELS CULTIUS DE CEL-LULES COM
A FONT DE NOUS PRODUCTES

Si I'espectre de constituents secundaris
en els cultius de cel-lules vegetals es com-
para amb el de la planta intacta i llurs
diferents organs, s’observa que la planta,
en la majoria dels casos, conté un espectre
més ampli que les cel-lules derivades d’e-
lla, observant-se també una diferéncia en
les quantitats relatives d’aquests compos-
tos (20, 185). No obstant aix0, sorprenent-
ment, en repetides ocasions alguns me-
tabolits secundaris no trobats en la planta
original s’han aillat dels cultius cel-lulars
derivats d’elles. A la taula 3 es relacionen
alguns exemples de productes secundaris.
entre els quals hi ha diverses classes d’alca-
loides, cumarines, antraquinones i sesqui-
terpens, que es produeixen predominant-
ment en cultius de cel-lules en suspensio
més que en la planta sencera, o fins i tot de
manera exclusiva en aquests sistemes ex-
perimentals.
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TAULA 3
Exemples de metabolits secundaris produits en major proporcio, o exclusivament, en cultius de
cel-lules en suspensio que no pas en la planta sencera

Compost Classe de compost Planta Referéencia
edulina alcaloide Ruta graveolens 169
isopimpinelina furanocumarina Ruta graveolens 169
rutacultina furanocumarina Ruta graveolens 169
armorina alcaloide Stephania cepharantha 165
norsanguinarina alcaloide Papaver somniferum 63
3-metilpurpurina antraquinona Digitalis lanata 62
5-hidroxidigitoluteina antraquinona Tectona grandis 43
lucidina antraquinona Morinda citrifolia 107
paniculides sesquiterpens Andrographis paniculata 132
pericina, pericalina alcaloides Picralima nitida

hinokiol, ferruginol diterpens Thuja occidentalis 16
vomilenina alcaloide Rauwolfia serpentina 173
tarennosid iridoide glucosid Gardenia jasminoides 201

En els darrers anys, ’equip d’investiga-
dors encapgalat pel Prof. Zenk, ha aconse-
guit d’elucidar la seqiiencia biosintetica
dels alcaloides heteroyohimbinics ajmali-
cina i els seus isomers utilitzant cultius de
cel-lules en suspensio de Catharanthus ro-
seus (75, 149, 171, 197, 224). Els estudis
amb material de planta intacta no propor-
cionaren la determinacio d’una seqiiéncia
biosintética tan complexa, 1 ha estat tan
sols mitjangant I’aplicacié de la técnica de
cultius cel-lulars que s’han pogut aillar en
quantitat suficient els enzims implicats, al-
hora que s’han pogut elucidar estructural-
ment per primera vegada diversos inter-
mediaris (84). Aixi mateix, una altra plan-
ta estudiada en aquest sentit es Dioscorea
deltoidea, els cultius cel-lulars de la qual
han permeés d’identificar nous intermedia-
ris de la biosintesi del seu metabolit d’inte-
rées farmaceéutic, el triterpe diosgeni-
na (189). Aquests fets, logicament, ressal-

ten el valor potencial dels sistemes de
cultius de cel-lules en suspensio com a
fonts d’enzims intermediaris i/0 especifics,
aixi com de nous productes vegetals que
no s’acumulen en la planta intacta o ho fan
en quantitats insuficients.

Estudis realitzats recentment en diver-
sos laboratoris han comprovat I’enorme
variabilitat bioquimica de diferents soques
de cultius de cél-lules en suspensio de Ca-
tharanthus roseus, les quals acumulen di-
versos intermediaris i alcaloides en quanti-
tats molt diferents (93, 94, 99, 134, 172).

Atés que aquests nous compostos secun-
daris que es vagin descobrint en els cultius
cel-lulars probablement tindran propietats
quimiques i biologiques desconegudes, se-
ria molt interessant si les diferents soques
de cultius cel-lulars en les quals s’acumu-
len aquests productes naturals fossin sot-
meses a bioassaigs convenientment disse-
nyats. Puix que algunes de les noves subs-
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tancies tindran també noves i interessants
propietats fisiologiques, aquests bioassaigs
deurien incloure analisis per a la determi-
nacid d’activitat antimicrobiana, antiinfla-
matoria, antiviral, antihemorragica, an-
tiartritica, anticancerigena i d’altres activi-
tats farmacologicament importants. Per
aixo, el “‘screening” dels cultius de cél-lules
i teixits vegetals mitjangant bioassaigs
d’activitats farmacologiques pot ésser un
metode eficag per a I’explotacié de princi-
pis actius produits per aquests sistemes ex-
perimentals.

De fet, aquesta metodologia ha propor-
cionat ja alguns fruits en el descobriment
de substancies insospitades de possible ts
medicinal. Aixi, per exemple, Veliky i Lat-
ta (205) trobaren una certa activitat anti-
microbiana en alguns teixits de call aillats
de diverses plantes. En cultius d’Emblica
officinalis s"ha comprovat que l'activitat
antimicrobiana era deguda a la preséncia
de galat d’etil, format per les cél-lules en
una quantitat forga considerable (89). Aixi
mateix, s’ha observat inhibicid de la secre-
ci6 del suc gastric en ratas i millora de les
ulceres pectiques induides per I’adminis-
tracio oral d’acid acétic, com a efecte dels
extractes aquosos preparats a partir de cul-
tius de call o de cél-lules en suspensio d’/-
sodon japonicus, havent-se comprovat, a
més, que aquesta activitat era gairebé la
mateixa que la de I'extracte elaborat a par-
tir de la planta intacta (128). A més dels
exemples exposats, s’han dut a terme amb
exit diversos “screenings” farmacologics
de nombrosos cultius de cél-lules els quals
han permeés d’aillar diverses substancies
amb activitat antitumoral i antiviral (121,
122). Tenint en compte la impressionant
varietat de compostos secundaris exis-
tents, alguns tan complexes com alcaloides
o terpenoids, sembla probable que els cul-
tius de cel-lules constituiran sistemes efica-
¢os per I'aillament d’intermediaris fins ara
desconeguts, o bé de nous productes natu-
rals.

ESTUDIS AMB CEL-LULES
IMMOBILITZADES

Un procés molt prometedor i fructifer
en els darrers anys ha estat la immobilitza-
cié d’enzims i de cel-lules bacterianes o
fungiques, técnica mitjangant la qual les
cel-lules o els enzims son atrapats en els
enreixats de polimers, com ara membranes
de colagen, poliacrilamida, alginat calcic,
poliestire, gel d’agar, derivats de cel-lulosa,
poliureta o d’altres suports (34, 48, 109,
118, 206). Les ceél-lules immobilitzades res-
ten viables durant un cert temps (diverses
setmanes) 1 els enzims actius, degut a que
segueixen estant en el seu entorn natural.
Aquests biocatalitzadors atrapats son espe-
cialment utils perqué es poden utilitzar de
forma continuada per a la produccié de
diversos constituents, havent-se trobat
aplicacions d’aquesta técnica en camps
com ara la sintesi organica, analisis clini-
ques 1 quimiques, industria, medicina i
d’altres (26, 27, 33, 73, 108, 161).

En contrast amb les reaccions enzimati-
ques tradicionals, les quals es duen a terme
en processos en serie, aquestes cel-lules im-
mobilitzades es disposen en columnes, on
la solucié nutritiva i els substrats a trans-
formar sén bombejats a través de la capa
de cel-lules de forma que els productes, en
la majoria dels casos, s’alliberen dels bio-
catalitzadors immobilitzats a la solucio
circulant, 1 poden, aixi, separar-se conti-
nuament de ’eluat. A més, les avantatges
d’aquests sistemes son multiples degut, en-
tre d’altres raons, a que els processos d’ex-
traccio 1/o purificacié dels enzims no son
necessaris, l’activitat enzimatica després
de la immobilitzacid i I’estabilitat opera-
cional de les cel-lules immobilitzades sén
elevades, el cost de I’enzim o del biocata-
litzador és baix degut al seu us prolongat i,
finalment, a que poden dur-se a terme
reaccions multienzimatiques.

La immobilitzacié de cél-lules, a més
d’haver-se emprat en experiéncies amb mi-
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croorganismes, també ha estat aplicada
amb exit a cel-lules vegetals. Aixi, per
exemple, s’ha obtingut una considerable
productivitat d’antraquinones i d’alcaloi-
des del grup de I’aymalicina en sistemes de
cel-lules immobilitzades de Morinda citri-
folia (24) i Catharanthus roseus (25), res-
pectivament, aixi com la produccié d’una
citoquinina en cel-lules immobilitzades de
tabac (203) 1 la modificacio de diverses
proteines vegetals (105). D’altra banda,
mitjangant aquesta técnica s’han assolit
reaccions de biotransformacid com, per
exemple, la conversio de codeinona en co-
deina amb cel-lules de Papaver somnife-
rum (66) 1 la 12 B-hidroxilacid de glicosids
cardiacs de Digitalis lanata (24, 123, 124).
Aixi, doncs, degut als prometedors resul-
tats obtinguts fins ara amb sistemes micro-
bians, i atés que les cel-lules vegetals, com-
parativament més sensibles, romanen en-
zimaticament actives durant la immobi-
litzacid, estudis d’aquest tipus fan molt
atractives aplicacions similars amb cel-lu-
les vegetals, en especial si s’utilitzen so-
ques adequadament seleccionades.

BIOTRANSFORMACIO DE
SUBSTRATS

Els cultius de cel-lules en suspensio
s’han investigat intensament en els darrers
anys respecte a llur capacitat per efectuar
la transformacié parcial de compostos or-
ganics, naturals o sintetics, 1 d’estructures
molt diverses 1 complexes, aplicats de for-
ma exogena (5, 100, 143, 144, 148).
Aquestes investigacions han demostrat
que les cel-lules vegetals posseeixen un
gran potencial bioquimic per a efectuar
transformacions especifiques de compos-
tos organics que donen lloc tot sovint a
compostos més complexes 1, des del punt
de vista farmaceutic, de major utilitat.

Els principals tipus de reaccions que es
produeixen durant els processos de bio-

transformacio en cultius cel-lulars sén oxi-
dacions, reduccions, hidroxilacions, meti-
lacions, demetilacions, glicosilacions, iso-
meritzacions, etc., les quals mostren una
semblang¢a molt considerable amb les reac-
cions de transformacio microbianes, estu-
diades 1 aplicades biotecnologicament amb
exit durant més de 50 anys. Aixo no obs-
tant, les cel-lules vegetals tenen la capacitat
addicional de catalitzar diverses reaccions
de conjugacid en les quals residus glicosil,
acil o aminoacil, compostos amino o es-
tructures peptidil, son afegits a grups fun-
cionals dels substrats. Algunes d’aquestes
reaccions caracteristiques de les plantes,
com ara la glicosilacié en un lloc especific
d’un substrat multifuncional, semblen
constituir un potencial de gran interés per
al desenvolupament biotecnologic, ja que
en molts casos aquests glicosids o bé no
poden sintetitzar-se per procediments qui-
mics, o tan sols amb la complexa implica-
ci6 de grups protectors. L’aplicacio biotec-
nologica d’aquest potencial, pero, reque-
reix una rigurosa seleccié de soques
adients atés que en la majoria dels casos
les cel-lules vegetals duen a terme més d’u-
na reaccio de biotransformacié amb un
substrat determinat (9, 10, 12, 170).

En els darrers anys s’ha prestat una con-
siderable atencid a les reaccions de bio-
transformacio6 utilitzant diversos compos-
tos esteroidics, com ara el Sa-pregnan,
5B-pregnan, testosterona, progesterona,
5B-pregnan-3,20-diona 1 d’altres andro-
gens, aixi com sapogenines i fitosterols (3,
65, 175, 176). D’entre els nombrosos estu-
dis realitzats recentment cal destacar-ne
les transformacions de la testosterona a
4-androsten-3,17-diona, Sa-androstan-17
-ol-3-ona, Sa-androstan-3p, 17p-diol, llur
dipalmitat 1 3- 1 17-Bmonoglucosids,
epiandrosterona, els seus palmitat i gluco-
sid, 1 testosterona glucosid, en cultius de
cel-lules de Nicotiana tabacum (65). Al-
guns d’aquests compostos com, per exem-
ple, ’epiandrosterona plamitat, epiandros-
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terona glucosid i testosterona glucosid,
han estat trobats per primer cop com a
metabolits de la testosterona en cultius de
cel-lules vegetals.

D’altra banda, també els alcaloides han
estat recentment objecte de diversos estu-
dis de biotransformacid, com ara la con-
versi¢ d’elipticina en S5-formileliptici-
na (96), de tetrahidroberberina en berberi-
na (216), d’anhidrovinblastina en vinblas-
tina(113) 1 de loganina en secologani-
na(191), realitzats, respectivament, en
cultius de cel-lules en suspensi6 de Choisya
ternata, Coptis japonica, i de Catharanthus
roseus en els darrers dos casos.

Un camp d’excepcional interes per a I’a-
plicacio farmacéutica dels cultius de cel-lu-
les vegetals és el relatiu als cardenolids,
atés que aquests compostos sén amplia-
ment emprats en medicina. Aixi, la digoxi-
na, constituent natural en les plantes de
Digitalis lanata, és el compost més interes-
sant d’aquest tipus de productes naturals
degut a [lurs propietats farmacologiques.
Aix0 no obstant, durant el procés d’ailla-
ment es forma un subproducte altament
toxic, la digitoxina; per aixo, en aquest
exemple la finalitat basica de la biotrans-
formacio6 consisteix en la conversio de di-
gitoxina en digoxina per una 12p-hidroxi-
laci6. Tant els aglicons com els glicosids
cardiacs han estat intensament estudiats
respecte a llur transformacid per cultius de
cel-lules vegetals (6, 78, 83, 111, 135,
176).

H OH
HO H OH
D—D—D—O

R = H digitoxina
R = OH digoxina

D = digitoxosa

Com ja ha estat indicat anteriorment,
aquesta gran varietat de reaccions de
transformacid representen un gran poten-
cial, la realitzacié del qual requereix la
seleccio de soques adequades en les quals
una d’aquestes reaccions alternatives s’ha-
gi incrementat a compte de les altres. El
principal interés en aquest camp, doncs,
implica la 12p-hidroxilacié estereoespeci-
fica de la digitoxina i del derivat semisin-
tetic f-metildigitoxina per tal de produir la
droga terapeuticament activa. No obstant
aixo, estudis amb cultius de cél-lules en
suspensié de Digitalis lanata han demos-
trat que en la transformacio de la B-metil-
digitoxina, a més de la reaccio de 12pB-
hidroxilacid, tenen lloc també diverses
reaccions alternatives (3, 7). Per aixo, el
procediment biotecnologic ideal hauria de
consistir exclusivament en la 12B-hidroxi-
laci6 directa de la B-metildigitoxina i evi-
tar totes les altres reaccions, per a la qual
cosa cal seleccionar una soca que catalitzi
tan sols aquesta reaccio de biotransforma-
ci6. Aquest procés sembla ser fins ara el
procés de biotransformacid més altament
desenvolupat en cultius de cel-lules vege-
tals 1 ha assolit un nivell el qual permet de
considerar seriosament llur aplicacié co-
mercial.

Un altre aspecte important de ’aplicacid
biotecnologica de les reaccions de bio-
transformacié és el fet que una reaccio
bioquimica particular no necessariament
tindra lloc durant totes les fases de la corba
de creixement cel-lular. Atés que els cons-
tants canvis en la composicio quimica del
medi nutritiu durant un cicle de creixe-
ment condueix a canvis substancials en la
fisiologia de la cel-lula (55, 71), pot trobar-
se, en principi, un punt optim per a ’ex-
pressio dels enzims. Aixi, per exemple, en
la produccié d’esculina en cultius cel-lulars
de Lithospermum erythrorhizon s’ha obser-
vat que la velocitat maxima de glucosilacié
té lloc a la fase de creixement exponencial
de les cel-lules (186). Aquest fenomen tam-
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bé ha estat verificat en estudis sobre la
glucosilacio d’acids aromatics i ’acumula-
c16 de compostos fenolics, respectivament,
en cultius de cel-lules en suspensié de Ni-
cotina sylvestris (153) 1 d’Acer pseudoplata-
nus (208).

Totes aquestes dades indiquen el gran
potencial dels cultius de cel-lules vegetals
per I’aplicacié biotecnologica, pero eviden-
cien també que son necessaris els comple-
xes procediments de seleccio per tal d’ob-
tenir aquelles cél-lules que tenen la maxi-
ma capacitat per a catalitzar una reaccio
especifica d’entre una gran xarxa metaboli-
ca. A més, els resultats obtinguts fins ara
indiquen que en l’optimitzacié dels pro-
cessos biotecnologics cal prestar una gran
atencio a la condicio fisiologica de les ceél-
lules, ja que pot influir en gran mesura
sobre el nivell de ’enzim responsable.

PERSPECTIVES

Una avaluacid critica de I’actual situacid
de la tecnologia dels cultius de ceél-lules 1
teixits vegetals revela que una gran varie-
tat de reaccions bioquimiques especifiques
de les plantes poden expressar-se a nivell
de cel-lules indiferenciades. Aixi mateix,
una comparacio amb els processos biotec-
nologics microbians permet de contemplar
els cultius de cel-lules vegetals en suspen-
si6 com a fructifers en aquells casos en els
quals son requerides reaccions caracteristi-
ques dels vegetals (162, 200).

Aix0 no obstant, per I'aplicacio indus-
trial dels cultius cel-lulars en la produccid
de compostos medicinals cal que s’acom-
pleixin, com a minim, els segiients requi-
sits: 1) que la velocitat de creixement cel-
lular i de la biosintesi siguin prou elevades
per tal d’obtenir un rendiment considera-
ble del producte final en un periode curt
de temps; 2) que les cel-lules cultivades
siguin geneticament estables per a propor-
cionar una quantitat constant del produc-

te; 3) que els metabolits s’acumulin en les
cel-lules sense que siguin rapidament cata-
bolitzats o, a ser possible, que s’alliberin al
medi liquid, 1 4) que els costos de produc-
cid, inclosos els medis de cultiu, precursors
1 extraccio quimica, siguin suficientment
baixos per tal que el procés esdevingui ren-
dible.

Respecte al primer requeriment, en ge-
neral es pensa que les cel-lules vegetals
proliferen massa lentament per fer-les créi-
xer en fermentadors a gran escala. Aixo no
obstant, diverses experiéncies amb cultius
cel-lulars han suggerit que la velocitat de
creixement pot accelerar-se considerable-
ment millorant les condicions de cultiu i
seleccionant les soques cultivades (86,
159). Encara que ja s’han obtingut algunes
dades prometedores, caldran més esforgos
en la millora o aprofitament de la velocitat
biosintética de compostos medicinals en
cultius de cél-lules en suspensio mitjangant
la regulacié bioquimica i genetica del me-
tabolisme secundari.

En relaci6 amb el segon requisit, el de
’estabilitat genética de les cél-lules cultiva-
des, el meétode d’emmagatzematge per con-
gelacio, segons els estudis de diferents au-
tors, podria utilitzar-se per a la conserva-
ci6 de valuosos estocs de cultius (32, 44,
85, 126). Aix0 no obstant, cal destacar la
importancia del control de les variacions
nuclears o citoplasmatiques que poden te-
nir lloc en les cél-lules cultivades en el pas
del cultiu en laboratori al processament
industrial (119, 178), motiu pel qual son
necessaris, a més a més, estudis citogenics
1 fisiologics dirigits a aconseguir el control
de I’estabilitat biosintética.

L’estudi del tercer problema, relatiu a
I’alliberament de metabolits cel-lulars al
medi de cultiu, pot ser important per tal
d’evitar possibles repressions metaboli-
ques o controls “feedback™ negatius, de-
guts a I’excés d’acumulacio del producte
final a la cel-lula. Atés que les cel-lules
vegetals en general tendeixen a acumular
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llurs metabolits secundaris en vacuols o en
el citoplasma, caldria idear un métode per
alterar la permeabilitat de la membrana
cel-lular. En aquest sentit, s’ha obtingut
algun resultat positiu amb cultius de cél-lu-
les de Symphytum officinale que acumulen
fins un 20% del pes sec de glutamina
(192), pero la seva aplicaci6 generalitzada
requereix encara un nombre més elevat
d’experiéncies.

Finalment, el quart requeriment esta re-
lacionat amb els complexes problemes
economics de la produccié industrial, els
quals dependen basicament del cost de
produccid i de la demanda del compost.
Una part considerable del cost de produc-
cié hauria de correspondre a la font de
carboni organic 1 a I’electricitat necessaria
pels processos d’aireacio, agitacid, regula-
ci6 de la temperatura, etc. D’altra banda,
I'is del cultiu continu o semicontinu en
lloc del sistema de cultiu en série no tan
sols pot reduir els costos de produccié per
la reesterilitzacié del fermentador i la ne-
cessitat de propagacié de les cel-lules a
partir del stock original, sind també pot
permetre un canvi programat de la compo-
sicié del medi i regular aixi ’activitat bio-
sintetica de les cel-lules (30).

Aixi, doncs, els principals i més recents
avengos en la recerca experimental sobre
la produccié de substancies d’interés me-
dicinal mitjangant sistemes de cultius de
c¢l-lules vegetals son, entre d’altres: 1) el
descobriment de diversos cultius cel-lulars
capagos de produir compostos medicinals
especifics a una velocitat igual o superior a
la de les plantes intactes; 2) la troballa,
mitjangant bioassaigs, de noves substan-
cies fisiologicament actives d’aplicacié te-
rapeutica; 3) el coneixement dels factors
de control involucrats en el metabolisme
secundari; 4) la demostracié que I'activitat
biosintetica de cel-lules cultivades pot aug-
mentar-se regulant els factors ambientals
1/0 condicions de cultiu, o bé mitjancant la
seleccio o induccid artificial de clons mu-

tants; 5) la produccié d’alguns dels com-
postos medicinals localitzats en teixits o
organs morfologicament especialitzats, en
sistemes de cultius no tan sols per induccid
d’estructures organitzades especifiques
sind també per algunes soques de cultius
en absencia d’organitzacid, i 6) la demos-
tracio de I'us dels cultius de cel-lules vege-
tals per a la biotransformacio especifica de
productes naturals.

Ates que les plantes posseeixen un gran
nombre de propietats bioquimiques que
son especifiques dels vegetals, i que enca-
ra son absolutament indispensables per a
I'obtencid de productes farmacéutics, llurs
cel-lules ofereixen un potencial extremada-
ment interessant per a les aplicacions bio-
tecnologiques dirigides a aquells proble-
mes que no es poden resoldre amb cap
altre tipus de cel-lules vives o per medis
estrictament quimics.

Aix0 no obstant, a més de ’obtencid de
productes d’interés farmaceéutic i/o medi-
cinal mitjangant els cultius de cél-lules ve-
getals, I'aplicacié biotecnologica d’aquests
sistemes experimentals també va dirigida
envers la millora de plantes d’interés agri-
cola (19, 40, 76, 210) i forestal (137, 196),
a I'obtenci6 de soques resistents a herbici-
des o antibiotics (115), a ’estudi del meta-
bolisme de pesticides i d’altres compostos
quimics presents en I'ambient (150), etc.
Finalment, la biotecnologia marina, enca-
ra que en alguns casos no tingui el seu
origen en cel-lules vegetals, actualment és
objecte d’intensos estudis per la seva pos-
sible aplicacié a I'obtencié d’antibiotics,
agents anticancerigens, toxines i productes
naturals en general amb activitat farma-
cologica i/o terapeutica (36, 88, 131, 160).

Encara que els avengos abans esmentats
han confirmat I'esperanga d’aconseguir en
un futur proxim I'optimitzacié d’alguns
sistemes experimentals en la producci6 in-
dustrial dels compostos d’interés farma-
ceutic, resten encara molts problemes, tant
tedrics com practics, que haurien de solu-
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cionar-se préviament. Aixi, d’entre els
principals desafiaments amb els quals en-
cara s’han d’afrontar els cientifics en
aquest camp pot citar-se la desrepressio de
les cel-lules, determinar la interdependén-
cia de les cel-lules entre si, aconseguir I’es-
tabilitzacio dels genotips, i de fer créixer la
biomassa uniforme de cel-lules a baix
cost (168). Per aixo, les activitats de recer-
ca, tant individuals com col-lectives, hau-
rien de comprendre tots els aspectes d’a-
quests sistemes de cultius per a una millor
comprensio del metabolisme secundari i la
seva aplicacid biotecnologica.
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