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RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue estudiar de distintos €elicitores sobre la produccion de solasodi-
na por cultivos de raices transformadas de Solanum eleagnifolium Cav. Se ensayaron: quitosano 10y 100
mg/l, hemicelulasa 0.1y 0.2 mg/l, H,0, 17 y 170 mg/l, AgNO3 0,14 mg/l y homogenatos de los hongos Hor-
monema sp. y Phytium sp., los cuales no produjeron diferencias significativas en la acumulacion de solaso-
dina respecto del control. Asimismo cuando se dlicité con un homogenato de Sclerotinia sclerotiorum se
produjo una disminucion de la concentracién del alcaloide de 30% respecto al control, atribuible a la posi-
bilidad de que la €licitacion con este hongo haya inducido la produccion de sesguiter penos en vez de alca-
loides como la solasodina.

SUMMARY. “Effects of Elicitation on Solasodine Production by Solanum Eleagnifolium Cav. Hairy Root Cul-
tures’. The effect of several elicitors on solasodine production by hairy root cultures of Solanum eleagnifolium
Cav. was studied. When chitosan 10 and 100 mg/l, hemicelullase 0.10 and 0.2 0 mg/, H,0O, 17 and 170 mg/l, Ag-
NO;3 0,14 mg/l and Hormonema sp. and Phytium sp’s homogenates were used as elicitors no effect on solasodine
production was observed. When homogenates of Sclerotinia sclerotiorum were used the solasodine production
decreased about 30% respect to the control. This behavior could be attributed to Sclerctinia sclerotiorum €elicita-

tion induced the sesquiterpenes biosynthesisinstead of alkal oids production.

INTRODUCCION

La solasodina es un alcaloide alternativo a
diosgenina como materia prima para la sintesis
de drogas esteroidales, ya que ambos son pre-
cursores de acetato de 16-dehidro-pregnolona,
el primer precursor en la sintesis de esteroides
como corticoesteroides, anticonceptivos, hormo-
nas sexuales, espironoloactona entre otros com-
puestos 1-2,

Actualmente el principal precursor de la sin-
tesis industrial de esteroides es la diosgenina,
una saponina obtenida de la raiz de especies de
Dioscorea. El consumo anual a nivel mundial de
esteroides es de varios miles de toneladas calcu-
lado como diosgenina, demanda que se encuen-
tra en continuo crecimiento, y que no logra ser
satisfecha actualmente por la diosgenina produ-
cida. Este hecho, asociado al valor comercial de
U$S 1000/Kg de diosgenina 3, promueven un

gran interés en el estudio de nuevas fuentes de
precursores para la sintesis de esteroides.

La solasodina se encuentra naturalmente en
sus formas glicosiladas, principalmente como
solamargina y solasonina, en varias especies de
Solanaceae 4. En Solanum eleagnifolium Cav.,
una especie autoctona Argentina, se acumula
como solamargina mayoritariamente en frutos
inmaduros 4. Ademas la solasodina ha sido ob-
tenida en cultivos in vitro tanto en cultivos indi-
ferenciados 5 como en raices transformadas 6,
obteniéndose bajas concentraciones. A fin de in-
crementar su sintesis y acumulacién en cultivos
en suspension, distintas estrategias han sido em-
pleadas, tales como uso de distintos reguladores
de crecimiento 78, fuentes de carbono y otros
nutrientes 9, relacién carbono:nitrégeno °, inmo-
vilizacion 10 y elicitacion 1. Los aumentos mas
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significativos han sido logrados a través de la
elicitacion 11,

Sin embargo la biosintesis de los metabolitos
secundarios no siempre es inducida por la ac-
cion de elicitores 12. Flores-Sanchez et al. 13 ob-
servaron que cultivos de Uncaria tomentosa so-
metidos a elicitacion con pepsina incrementa-
ban la produccion de triterpenos como acido
ursolico y acido oleandlico mientras que los es-
teroles se mantenian invariables, a pesar que to-
dos derivan de un precursor comun.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de quitosano, hemicelulasa y homogena-
tos fungicos, como asi también H,O, y Ag NO3
sobre la produccion de solasodina en raices
transformadas de S. eleagnifolium Cav.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Semillas de S. eleagnifolium Cav. fueron re-
colectadas a partir de plantas silvestres crecidas
en Potrero de los Funes Provincia de San Luis
(Argentina). Las semillas se desinfectaron por in-
mersion en una solucion 2%(v/v) NaClO con
0,05% Triton X-100 durante 20 min, y lavadas 3
veces con abundante agua destilada estéril. Por
ultimo las semillas se incubaron 12 h en una so-
lucién de &cido giberélico al 0.01% (GAg, Sig-
ma) esterilizado por filtracion.

Las semillas tratadas se sembraron en frascos
de 350 ml conteniendo 50 ml de medio nutrien-
te mineral MS 14; suplementado con el complejo
vitaminico descripto por Khanna & Staba 15,
desprovisto de reguladores de crecimiento, su-
plementado con 30 g/l de sacarosa (medio
MSRT) y solidificado con 8 g/l de agar. Por cada
frasco se sembraron 4 semillas en la superficie y
se incubaron a 24 °C con 8 h de oscuridad y 6 h
de luz con una intensidad de aproximadamente
150 pmol m-2 seg-1 provista por lamparas Phi-
llips HPLN de 400 watts y lamparas incandes-
centes de 75 watts.

Obtencién de cultivos axénicos de raices
transformadas

La transformacion se llevo a cabo usando
Agrobacterium rhizogenes LBA 9402 resistente a
rifampicina de acuerdo a lo descrito por Hamill
et al. 16, Para ello la cepa mantenida a 4 °C fue
repicada a medio LB liquido suplementado con
50 pg/ml de rifampicina (Sigma) e incubada a
37 °C durante 24 h. Esta suspensién fue utiliza-
da para infectar hipocotiles de plantulas de 4 se-
manas de edad obtenidas segun lo descripto en
el punto anterior. A estos explantos se les prac-
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ticaron heridas superficiales con un bisturi pre-
viamente sumergido en la suspension de A. rhi-
zogenes LBA 9402. El material vegetal asi infec-
tado se sembré en medio MSRT sélido sin regu-
ladores del crecimiento y se incub6 en las con-
diciones ya descriptas. Al cabo de 3 semanas, se
aislaron las raices adventicias desarrolladas en
los sitios de infeccion y se procedi6 a cultivarlas
en medio MSRT sélido, sin reguladores del cre-
cimiento, con el agregado de ampicilina 0,5% a
fin de obtener cultivos axénicos. Las raices fue-
ron repicadas cada 2 semanas a medio MSRT
s6lido con concentraciones decrecientes de am-
picilina (0,5, 0,1 y 0,05%). Luego de ello, seg-
mentos de raices (2-4 cm) conteniendo un apice
radical fueron transferidos a Erlenmeyers de 100
ml conteniendo 20 ml de medio MSRT liquido
con 0,1% ampicilina, y luego de 2 semanas de
incubacién se repicaron a medio MSRT liquido
con 0,05% ampicilina. Por Gltimo las raices fue-
ron transferidas a medio MSRT liquido sin el
agregado de antibioticos. Los cultivos de raices
transformadas se repicaron cada 15 dias a Erlen-
meyers de 250 ml con 50 ml de medio MSRT Ii-
quido suplementado con 30 g/l de sacarosa e
incubados en las condiciones descriptas previa-
mente. Luego del establecimiento de los cultivos
axénicos se obtuvieron clones, en los cuales se
determind la acumulacién de solasodina en la
biomasa y en el medio de cultivo. La seleccién
de clones se efectué en base al contenido en
solasodina.

Cinética de crecimiento y produccioén de
solasodina: clon A5

Se inocularon aproximadamente 300 mg de
peso fresco (PF) de apices radicales de 15 dias
de edad en Erlenmeyers de 120 ml con 25 ml de
medio MSRT libre de reguladores del crecimien-
to. La incubacion se realizo de acuerdo a lo des-
cripto anteriormente. Se tomaron muestras por
triplicado cada 4 dias por espacio de 28 dias. En
todas las muestras se determind la biomasa por
Peso Seco (PS) y el contenido de solasodina en
las raices.

Elicitacion

Los ensayos de elicitacion se llevaron a cabo
con el clon A5 de raices transformadas de S. ele-
agnifolium Cav. En todos los ensayos, se partio
de cultivos de 14 dias de edad, que corresponde
a la fase exponencial media del crecimiento. Se
inocularon aproximadamente 300 mg de PF de
apices radicales de estos cultivos en Erlenme-
yers de 120 ml conteniendo 25 ml de medio
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MSRT sin hormonas. A los 14 dias de edad se
agrego el elicitor correspondiente, y las mues-
tras se cosecharon a distintos tiempos segun el
elicitor ensayado. Cada ensayo se realiz6 por tri-
plicado y para cada muestra se determind bio-
masa como PS y el contenido de solasodina en
las raices.

Elicitacién con quitosano

Se prepard una solucién 10 g/l de quitosano
(homopolimero linear poli D-glucosamina, ex-
traido del exoesqueleto de cangrejo, Sigma) en
acido acético (AcH) al 1%. La solucién fue este-
rilizada en autoclave durante 20 min. Se ensay6
la capacidad elicitora del quitosano en las con-
centraciones finales de 100 y 10 mg/I. Para ello
alicuotas de 250 pl de la misma y de una dilu-
cién 1/10 en AcH 1% fueron agregadas a los
cultivos para alcanzar dichas concentraciones en
el medio de cultivo. Como controles se utiliza-
ron cultivos a los que se agregd H,O destilada y
cultivos a los que se agregd AcH 1% en lugar de
la solucién del elicitor. Los tiempos de exposi-
cion al elicitor ensayados fueron de 48 y 96 h.

Elicitacion con Hemicelulasa

Se partié de una solucién 100 mg/ml de He-
micelulasa de Aspergillus niger (0,01-0,1 U/mg,
Sigma) en agua destilada, esterilizada por filtra-
cion. El elicitor se ensay6 a concentraciones fi-
nales de 0,1 y 0,2 mg/l. Como controles se utili-
zaron cultivos a los que se agregd agua destila-
da en lugar de la solucién del elicitor. El tiempo
de exposicién al elicitor ensayado fue de 48 h.

Elicitacién con AgNO3

A fin de evitar la fotooxidacién de la plata li-
bre en solucion, el AgNO3 fue agregado a los
cultivos en una solucién junto con tiosulfato de
sodio (STS). Para ello se prepard una mezcla 1:4
de las soluciones 0,1M AgNO3:0,1M STS y se es-
terilizé por filtracion. Se realizé el ensayo agre-
gando 1 ml de la mezcla a cada erlenmeyer. Se
utilizaron tres controles diferentes, agregando a
los cultivos 1 ml de agua destilada,1 ml de la
solucion 0,1M AgNO3 o 1 ml de la solucién
0,1M STS en lugar de la solucién de AgNOs3:STS.
Los tiempos de exposicion al elicitor ensayados
fueron de 48 y 96 h. La concentracion final de
AgNO;3 fue de 0,14 mg/I.

Elicitacién con peréxido de hidrégeno

Se agreg6 a los cultivos 13 0 130 pl de H,O»
30% (Merck) para alcanzar las concentraciones
finales de 17 y 170 mg/l. Como controles se uti-
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lizaron cultivos a los que se agregd agua destila-
da en lugar del elicitor. El tiempo de exposicién
al elicitor ensayado fue de 48 h.

Elicitacién con homogenatos de hongos:
Hormonema sp., Sclerotinia sclerotiorum
y Pythium sp.

Se seleccionaron los siguientes hongos a fin
de llevar a cabo la preparacion de los homoge-
natos: Hormonema sp., proveniente del cepario
de la Catedra de Microbiologia Industrial y Bio-
tecnologia de la Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica -UBA-, mantenido en Sabouraud papa; S.
sclerotiorum y Pythium sp., suministrados por la
Ing. Beatriz Pérez del INTA -Castelar- Bs. As. Ar-
gentina, mantenidos en Sabouraud papa. Para la
preparacion de los homogenatos, los distintos
hongos fueron cultivados en 100 ml de medio
liquido de Sabouraud- dextrosa 4% contenidos
en erlenmeyers de 250 ml., incubados bajo agi-
tacion a 250 rpm y 28(C. En estas condiciones
Hormonema sp. fue cultivado por 72 h, S. scle-
rotiorum por 7 dias y Pythium sp. por 5 dias.
Los cultivos fueron autoclavados por 20 min y
luego filtrados por papel Whatman N° 1. El so-
brenadante de cultivo filtrado fue esterilizado
por autoclave y utilizado como elicitor. En cada
caso se determinaron los equivalentes de gluco-
sa por mililitro de elicitor empleando el kit co-
mercial para glicemia enziméatica Wiener. Se uti-
lizaron 2 ml de estos homogenatos por cada er-
lenmeyer a ser elicitado y los tiempos de expo-
sicion fueron de 48 y 96 h.

Determinacion de biomasa

La estimacion de PF para la inoculacion de
los cultivos tanto como la de PS para la poste-
rior determinacion de solasodina, se efectu6 de
acuerdo a lo descripto por Nigra et al. 5.

Determinacién de solasodina

La solasodina en las muestras previamente
hidrolizadas se determiné mediante una colori-
metria tal como describen Nigra et al. 5.

Analisis estadistico

Se usaron tres replicados en cada tratamiento
y se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) en
cada caso. Las variaciones entre los tratamientos
fueron analizadas usando el Test de Tukey (p =
0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccion de clones
Se obtuvieron 11 clones de raices transfor-



madas de acuerdo a lo descripto en Materiales y
Métodos. Se descartaron aquellos que se oscure-
cian rapidamente durante el cultivo. De los clo-
nes restantes, que presentaban las caracteristicas
tipicas de las raices transformadas (rapido creci-
miento y alta densidad de pelos radicales) , se
eligieron 5 en base a su contenido en solasodi-
na que vario entre 0,4 y 1,9 mg/g PS. El clon A5
fue el seleccionado y usado en los ensayos de
elicitacion debido a su mayor contenido en so-
lasodina.

Cinética de crecimiento y produccion de
solasodina: clon A5

Para abordar el estudio de la produccién de
metabolitos secundarios por cultivos in vitro y
su respuesta a distintos estimulos, es necesario
conocer el perfil de produccion a través del
tiempo a fin de determinar en que fase del cre-
cimiento del cultivo se produce el compuesto.
Esta informacion es indispensable para el desa-
rrollo de una estrategia de cultivo y produccién
efectiva y para el disefio de experimentos en los
que se desea influir sobre la sintesis y acumula-
cion del metabolito de interés.

En la Figura 1 se muestra el crecimiento del
clon A5 de raices trasformadas de S. eleagnifo-
lium y la produccion de solasodina en funcién
del tiempo. La solasodina en el medio de culti-
vo se encuentra por debajo del limite de detec-
cion de la técnica analitica empleada.

Las raices transformadas no poseen un creci-
miento exponencial de su biomasa, tipico de mu-
chos sistemas de cultivo de raices, sino que su
biomasa aumenta en formal lineal en funcion del
tiempo. La velocidad de crecimiento fue de 0,06
dias1, y el tiempo de duplicacion de 11 dias.

La produccion de solasodina esta asociada al
crecimiento (Fig. 1), ya que la solasodina produ-
cida por unidad de biomasa se mantiene relati-
vamente constante a lo largo de los 28 dias de
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Figura 1. Crecimiento y produccion de solasodina del
clon A5 de raices transformadas de S. eleagnifolium
Cav. (clon A5).
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cultivo, entre 4,5y 6,0 mg/g PS. A partir del dia
12 de cultivo, esta tendencia disminuye, debido
a una sostenida caida de la concentracion de so-
lasodina producida por unidad de biomasa. La
productividad calculada hasta el dia 12 fue de
1,8 mg/l/dia.

La concentracién de solasodina observada en
las raices transformadas fue tres veces mayor
que la reportada por Nigra et al. 5 para células
indiferenciadas, similares a los hallados previa-
mente por Alvarez et al. 6, diez veces mayor que
para las hojas y tallos de la planta, pero 8 veces
inferior al encontrado en los frutos 4. En raices
transformadas de S. aviculare Ahkam Subroto &
Doran 17 encontraron niveles del alcaloide de 32
mg/g PS mientras que Kittipongpatana et al. 18
hallaron 6.2 mg/g PS.

Elicitaciéon con Quitosano

La Figura 2 muestra los resultados de la elici-
tacién con quitosano en las concentraciones, 10
y 100 mg/I, a los tiempos de exposicion, 48 y 96
h. En ninguno de los tratamientos, existe una di-
ferencia significativa en la concentracion de so-
lasodina respecto del control (Test de Tukey, p
= 0,05). Este resultado no concuerda con los ob-
tenidos en otras especies vegetales donde se
observaron incrementos significativos del conte-
nido de alcaloides del tropano 19, peroxidasas 20
y antragquinonas 2! en cultivos in vitro.

Elicitacién con Hemicelulasa

La Figura 3 muestra la concentracion relativa
de solasodina en cultivos tratados con hemicelu-
lasa 0,1 y 0,2 mg/l durante 48 h. En ninguna de
las concentraciones ensayadas, se observé dife-
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Figura 2. Concentracion relativa de solasodina en cul-
tivos de raices transformadas de S. eleagnifolium Cav.
(clon A5) tratadas con Chitosan 10 y 100 mg/I, y con-
troles de &cido acético. ElI 100% representa la concen-
tracién de solasodina en cultivos control tratados con
agua Se usaron tres replicados en cada tratamiento y
se realizd andlisis de varianza (ANOVA) en cada caso.
Las variaciones entre los tratamientos fueron analiza-
das usando el Test de Tukey (P = 0,05).
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Figura 3. Concentracion relativa de solasodina en cul-
tivos de raices transformadas de S. eleagnifolium Cav.
(clon Ab) tratadas con hemicelulasa 0,1 y 0,2 mg/I
durante 48 h. El 100% representa la concentracion de
solasodina en cultivos control tratados con agua. Se
usaron tres replicados en cada tratamiento y se reali-
z6 anélisis de varianza (ANOVA) en cada caso. Las va-
riaciones entre los tratamientos fueron analizadas
usando el Test de Tukey (P = 0,05).

rencia significativa en la concentracién de sola-
sodina respecto del control (Test de Tukey,
p=0.05). Concentraciones de 0.2 mg/l producen
una disminucion en la concentracion del alcaloi-
de. Estos resultados no concuerdan con los ob-
tenidos con otras especies de daturas elicitadas
con celulasa y hemicelulasa. Whitehead et al. 22
obtuvieron un incremento en la acumulacién de
3-hidroxilubimina en cultivos in vitro de Datura
stramonium tratados con celulasa. Asimismo el
empleo de hemicelulasa elicit6é raices transfor-
madas de Brugmansia candida 23 con incre-
mentos en la concentracién de hiosciamina y
escopolamina.

Elicitacién con AgNO3

Debido a que la plata libre es oxidada rapi-
damente por la luz, en el ensayo se la utilizé en
una mezcla con tiosulfato, el cual forma un
complejo soluble estable con la plata, evitando
su oxidacion. A fin de descartar cualquier efecto
del tiosulfato sobre la produccién de solasodina,
se utilizaron controles con tiosulfato de sodio.
Asimismo se ensay6 la plata libre como elicitor.
El elicitor fue probado a una concentracién,
0.14 mg/l y dos tiempos de exposicion, 48 y 96
h. En ninguna de las condiciones ensayadas
(Fig. 4) se pudo observar un incremento en la
acumulacién de solasodina (Test de Tukey, p =
0,05). Sin embargo este compuesto ha sido em-
pleado en la elicitacién de distintos metabolitos
secundarios producidos en cultivo in vitro 24-26,
tales como taxol por Taxus chinensis 24, escopo-
lamina y hiosciamina por B. candida 25 y trans-
hionona por Salvia miltiorrhiza 26,
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Figura 4. Concentracion relativa de solasodina en cul-
tivos de raices transformadas de S. eleagnifolium Cav.
(clon A5) tratadas con AgNOg (nitrato de plata), STS
(tiosulfato de sodio) y con una mezcla 1:4 de Ag-
NO3:STS. El 100% representa la concentracion de so-
lasodina en cultivos control tratados con agua. Se
usaron tres replicados en cada tratamiento y se reali-
z6 analisis de varianza (ANOVA) en cada caso. Las
variaciones entre los tratamientos fueron analizadas
usando el Test de Tukey (P = 0,05).

Elicitacion con peréxido de hidrégeno

Las células vegetales al interactuar con po-
tenciales patdgenos, producen frecuentemente
especies reactivas de oxigeno, entre ellas el
H,0, 27, Esta actuaria como una sefial difusible
encargada de inducir los genes responsables en
la defensa celular 28.

Se ensay0 el peréxido de hidrégeno como
elicitor, a las concentraciones de 17 y 170 mg/I.
A las 48 h de exposicidn no se observaron cam-
bios significativos en la acumulacion de solaso-
dina en las raices transformadas de S. elegnifo-
lium (Fig. 5).
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Figura 5. Concentracion relativa de solasodina en cul-
tivos de raices transformadas de S. eleagnifolium Cav.
(clon A5) tratadas con H,0O, (per6xido de hidrogeno)
durante 48 h. El 100% representa la concentracién de
solasodina en cultivos control tratados con agua. Se
usaron tres replicados en cada tratamiento y se reali-
z6 analisis de varianza (ANOVA) en cada caso. Las va-
riaciones entre los tratamientos fueron analizadas
usando el Test de Tukey (P = 0,05).
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Figura 6. Concentracion relativa de solasodina en cultivos de raices transformadas de S. eleagnifolium Cav.
(clon A5) tratadas con homogenatos de hongos fitopatdgenos. Se usaron tres replicados en cada tratamiento y
se realizaron analisis de varianza (ANOVA) en cada caso. Las variaciones entre los tratamientos fueron analizadas
usando el Test de Tukey (P= 0,05). Se usaron tres replicados en cada tratamiento y se realiz6 analisis de varian-
za (ANOVA) en cada caso. Las variaciones entre los tratamientos fueron analizadas usando el Test de Tukey (P =

0,05).

Elicitacién con homogenatos de hongos:
Hormonema sp., Sclerotinia sclerotiorum
y Pythium sp.

Los homogenatos flngicos han sido amplia-
mente utilizados para la elicitacién de metabolitos
secundarios. Pitta-Alvarez & Giulietti 29 utilizaron
la misma cepa de Hormonema sp. en la elicita-
cién de alcaloides del tropano en cultivos de rai-
ces transformadas de B. candida. Distintas cepas
de la especie Pythium han sido utilizadas en dis-
tintos ensayos de elicitacion y se ha descripto una
proteina producida por Pythium, la oligandrina,
gue actlia como un potente elicitor 0,

La Figura 6 muestra los resultados del trata-
miento del clon A5 con los homogenatos Hor-
monema sp., S. sclerotiorum y Pythium sp. pre-
parados segun lo descripto en Materiales y Mé-
todos. En ninguno de los tratamientos se pudo
observar un incremento en la produccién de so-
lasodina respecto del control M&s aun, en los
cultivos tratados con el homogenato de S. scle-
rotiorum se produjo, a las 48 h de exposicion,
una disminucion de la concentracién de solaso-
dina del 30% respecto del control (Test de Tu-
key, p = 0,05). Esta disminucion puede correla-
cionarse con los resultados descriptos por Thre-
fall & Whitehead 31, quines describen una re-
duccion en la biosintesis de esteroles como con-
secuencia de la exposicidn de cultivos de Nico-
tiana tabacum a elicitores fungicos y celulasa.
Asimismo, Choi et al. 32 describen una respuesta
dual de los esteroles frente a distintos elicitores.
La elicitacion de discos de papa con acido ara-
quiddnico o altas concentraciones de metil jas-
monato inhiben la expresién de la isoenzima [3-

Hidroxi-B-metilglutaril CoA reductasa (HMGR 1)
involucrada en la biosintesis de compuestos es-
teroidales, mientras que bajas dosis de metil jas-
monato inducen la HMGR 1y la acumulacion de
esteroles.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que el
efecto de la elicitacién en cultivos in vitro de S.
eleagnifolium Cav. depende del tipo de material
vegetal empleado, ya que suspensiones celula-
res elicitadas produjeron incrementos de 5 a 7
veces en la concentracion de solasodina 1. La
razén del no efecto 6 efecto negativo de la elici-
tacion sobre la produccion de solasodina en rai-
ces transformadas de S. eleagnifolium Cav. po-
dria atribuirse al hecho de que la elicitacion in-
duce la produccidn de sesquiterpenos, las cua-
les son fitoalexinas en Solanaceae, y no de alca-
loides 33-34,
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