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RESUMEN

Las plantas cumplen muchas funciones indispensables para la vida en el
plan:ta .y, dentro de éstas se encuentra la produccidon de metabolitos
secundarios, como por ejemplo, los alcaloides inddlicos, que se producen en la
planta Catharanthus roseus en una amplia gama la cual es una ventaja que el
hombre trata de aprovechar a su maxima capacidad debido a las propiedades
farmacologicas que presentan y a la importancia comercial de las mismas;
éstos se derivan a través de mecanismos biosintéticos en rutas metabdlicas
parcialmente esclarecidas. Esta produccion, se lleva a cabo de manera
mayoritaria en tejidos especializados como son las raices, las cuales son un
6rgano de la planta sobre el que se centra la pregunta principal del proyecto, ya
que se busca su verdadera funcion en la planta. Para empezar a responder a
esto es necesario purificar y caracterizar las enzimas claves que catalizan las
reacciones en las rutas metabolicas de biosintesis. Una de éstas enzimas
involucradas es la estrictosidina sintasa (SS) que cataliza la reaccién que
produce a la estrictosidina, del cual se derivan varias vias para formar
diferentes alcaloides inddlicos terpénicos. Se hace uso de una herramienta
biotecnologica impor’tante y con firmes ventajas a nivel de laboratorio, como es
el cultivo de tejidos vegetales in vitro, aplicandolo en este caso a un modelo de
raices transformadas de C. roseus. En este trabajo se caracterizd a una linea
de raices transformadas de C. roseus (linea J1) tomando como parametros de

crecimiento al peso fresco y la conductividad, ademas se midi6 el pH del medio




de cultivo durante un ciclo de crecimiento de 36 dias. Se probaron diferentes
métodos para cuantificar la actividad de la SS vy, finalmente se establecidé uno,
el cual ce basa en una medicion de la formacion de “C-estrictosidina. También
se establecio un protocolo de purificacion para la SS en el cual se realizan
etapas de extraccion y concentracion de la proteina, etapas de cromatografia
de intercambio idnico y cromatografia de permeacion en gel; todas éstas
metodologias integradas a sistemas de FPLC y HPLC. Logrando después de
esto visualizar la presencia de seis posibles isoenzimas y la purificacion parcial
de una ellas en un grado del 8.4% de enzima pura, avanzando de manera
importante hacia adelante en la elucidacion de las vias biosintéticas, pues con
una metodologia de purificacién establecida se puede purificar completamente
a la SS y, asi contar con una herramienta poderosa para continuar con la

produccion de anticuerpos, la clonacion y contribuir al conocimiento de la

funcion de las raices en la planta.




