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RESUMEN

RESUMEN

Con frecuencia, los diferentes integrantes de una familia génica en las plantas se
expresan de manera preferencial en ciertos tejidos o bajo ciertas condiciones ambientales
o de desarrollo. Para el caso de la produccion de metabolitos secundarios, esto se ha
asociado con los patrones de acumulacion que despliegan en dichos tejidos o
condiciones. De este modo, es posible que los integrantes de estas familias o isoformas
atiendan diferentes necesidades. En Argemone mexicana se han encontrado isoformas
distintas para algunas enzimas que participan en las reacciones iniciales de la ruta de
biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos (ABIS), sanguinarina y berberina,
incluyendo de la norcoclaurina sintasa (NCS) y de la enzima del puente de berberina
(BBE). En este trabajo se llevé a cabo un andlisis de expresion mediante RT-PCR y qPCR
de dos isoformas para la NCS (NCSAm1l y NCSAm2), asi como de las dos isoformas
reportadas para BBE (BBEAm1l y BBEAmM2) en diferentes tejidos y condiciones de
induccién. Los analisis incluyeron tejidos de hoja, tallo, raiz, pétalo y semilla inmadura de
plantas adultas, plantulas en tres etapas tempranas de desarrollo y cultivos in vitro en
condiciones de induccion de la sintesis de alcaloides por exposicion de jasmonato de
metilo y extracto de levadura. Se encontrg, que las copias de los genes de NCS y BBE se
expresan en tejidos que acumulan tanto berberina como sanguinarina, ya sea de planta
adulta, plantulas en desarrollo o de cultivos in vitro. Estos resultados sugieren que en A.
mexicana la presencia de mdltiples isoformas de NCS y BBE, no guarda relacion directa
con los patrones de acumulacién diferencial de berberina y sanguinarina. Tomando en
cuenta los datos obtenidos, se propone un modelo en el gue se plantean las posibles vias
gue puede seguir la ruta de biosintesis para estos ABIs en funciéon de una posible

redundancia genética.




ABSTRACT

Often in plants different members of a gene family are expressed preferentially in some
tissues, environmental, developmental conditions. In the case of the production of
secondary metabolites, associated with accumulation patterns in these tissues deploying
or conditions. Thus, it is possible that members of these families or isoforms attend
different needs. In A. mexicana were found different isoforms for some enzymes involved
in the initial reactions of the biosynthesis pathway of benzylisoquinolinic alkaloids (ABI’s),
sanguinarine and berberine, including the norcoclaurine synthase (NCS) and berberine
bridge enzyme (BBE). This work was carried out an analysis of expression two isoforms
reported for NCS (NCSAmM1 and NCSAm2) and and two isoforms for BBE (BBEAm1 and
BBEAmM2) by RT-PCR and gPCR in different tissues and conditions. Analyses included
tissues of leaf, stem, root, petal and immature seed, seedlings three early stages of
development and in vitro cultures in conditions inducing the synthesis of alkaloids by
exposing whit methyl jasmonate and yeast extract. It was found, that copies of genes NCS
and BBE are differentially expressed in tissues that accumulate berberine and
sanguinarine either adult plant, developing plantlets or in vitro cultures so it suggested that
in Argemone mexicana the genetic redundancy of NCSAm1l, NCSAm2, BBEAmM2 and
BBEAmM1 associated with the synthesis of alkaloids not related to patterns differential
accumulation berberine and sanguinarine. Taking this into account the data obtained, is
proposed a model that shows the possible patways can take the way of biosynthesis of
these ABI’s.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las plantas productoras de los diferentes tipos de alcaloides (Fig. 1.1), son muy
apreciadas en la medicina tradicional y se han realizado diversos estudios sobre la
biosintesis de los metabolitos que producen, tanto a nivel de sus productos finales, como
de sus intermediarios biosintéticos. Estos estudios se han realizado a nivel de las enzimas
y de los genes involucrados. En algunos casos estos andlisis han tenido como fin la
manipulacién del metabolismo para la explotacion comercial de algunas de estas

sustancias fisiol6gicamente activas (Verpoorte et al., 2002).

Argemone mexicana (Papaveraceae) (Fig. 1.2) produce mas de 20 alcaloides
bencilisoquinolinicos (ABIs), derivados de tirosina, siendo berberina y sanguinarina los
mas abundantes. Los alcaloides de este tipo son comunes en plantas de los
superérdenes Magnoliflorae y Ranunculiflorae, pero en pocas especies su produccion
coincide de manera simultanea. Por ejemplo, Berberis y Coptis acumulan berberina, pero
no sanguinarina, mientras que Estcholtzia y Papaver producen sanguinarina, pero no
berberina. Estos dos alcaloides comparten la primera parte de las reacciones
biosintéticas, hasta la formacion del intermediario S-reticulina (Fig. 1.3 y 1.4). A partir de
este punto, la ruta que conduce a la biosintesis de cada alcaloide sigue una ruta diferente
(Fig. 1.5 y 1.6). En A. mexicana, la berberina se distribuye en todos los tejidos, mientras
gue sanguinarina Unicamente se encuentra en raices y semillas maduras (Fig. 1.7)
(Rubio-Pifia et al., 2009). Ademds, durante el desarrollo de plantulas se detectaron

patrones de acumulacién diferencial para ambos alcaloides (Xool-Tamayo et al., 2014).

Por otro lado, en A. mexicana se han encontrado al menos dos isoformas distintas para
algunas enzimas que participan en las reacciones iniciales de la ruta de biosintesis de
sanguinarina y berberina, como la norcoclaurina sintasa (NCS) y la enzima del puente de
berberina (BBE) (Rubio-Pifia et al., 2009). Con frecuencia, los integrantes de una familia
génica se expresan de manera diferencial en tejidos o condiciones definidas y esto se
asocia con diferentes patrones de acumulacion de los productos finales. Por ejemplo, se
han encontrado varias isoformas de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) en
diferentes especies. Algunas de estas isoformas se expresan en respuesta a diferentes
condiciones, conduciendo a la produccion de distintos productos. Aunque todos estos

productos son derivados fenolicos cumplen con diferentes funciones y/o pueden




acumularse en diferentes tejidos, sugiriendo que las diferentes isoformas de PAL atienden
necesidades diferentes (Ochoa-Alejo et al., 1992; Kim y Hwang, 2014).

Con el fin de establecer el posible papel de las diferentes isoformas de la NCS y BBE, en
este trabajo se propone el andlisis de sus patrones de expresion en diferentes tejidos y
condiciones, asi como su relacion con la acumulacion de los alcaloides berberina y

sanguinarina en estos mismos tejidos.
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ANTECEDENTES

1.1.1 Estudio de las plantas medicinales

Las plantas han desempefiado un papel fundamental en la historia del hombre, quien las
ha utilizado para satisfacer necesidades bésicas como alimento, medicina, vivienda,
vestido e incluso en actos rituales. Entre la vasta diversidad de plantas, existen algunas
con propiedades de interés para la investigacion y para el descubrimiento de nuevos
productos. Sin embargo, se calcula que menos del 10% de las plantas han sido evaluadas
en la busqueda de compuestos con actividad biologica (Harvey et al., 2000). En México,
las plantas han sido y siguen siendo utilizadas por los habitantes de culturas indigenas
para el tratamiento de diversas afecciones del hombre e incluso de animales. El
conocimiento del uso y de las propiedades curativas de cierto tipo de plantas ha sido
transmitido de generacion en generacién en forma empirica, o que ha permitido la
recopilacién de un amplio conocimiento sobre la variada gama de plantas utilizadas,
surgiendo asi los estudios fitoquimicos para determinar la estructura de los principios
activos de familias quimicamente conocidas, que podran dar posteriores formulaciones

farmacoldgicas (Santizo et al., 2004).

Como parte de su metabolismo, las plantas producen una diversidad de compuestos
guimicos, algunos de los cuales no parecen tener participacion directa en su crecimiento y
desarrollo. A estos compuestos se les conoce como metabolitos secundarios, o
metabolitos especializados y sus propiedades quimicas son de interés humano. El
reconocimiento de las propiedades bioactivas de los metabolitos secundarios ha resultado
en el descubrimiento de nuevos farmacos, antibidticos, insecticidas y herbicidas, tales
como la aspirina, la xilocaina, el sativex, la atropina, la morfina, entre otros (Croteau et al.,
2000).

Los metabolitos secundarios producidos por las plantas son los principios activos en
diferentes formulaciones, o presentan actividad terapéutica potencial. Ademas, en las
preparaciones hechas con partes de plantas con propiedades medicinales, la actividad

farmacologica puede deberse a una Unica sustancia o0 a una mezcla de ellas. Estos
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constituyentes pueden ser de diferentes tipos, tales como alcaloides, glucésidos, fenoles,
etc. (Valencia et al., 1995).

Una de las plantas que se reconoce por sus propiedades medicinales es Argemone
mexicana, conocida comunmente como cardosanto (Siddiqui et al., 2002). Esta planta
puede deber sus propiedades a su composicién quimica, principalmente a los alcaloides

gque acumula.

1.1.2 Metabolismo secundario

Los metabolitos secundarios se definen como compuestos de baja masa molecular que,
aunque no tienen un papel directo en el crecimiento y desarrollo de las plantas que los
producen, si tienen una funcién para su defensa contra el ataque de depredadores, o en
la respuesta a sefiales de estrés bidtico y/o abidtico (Kutchan et al., 2001). Los
metabolitos secundarios se clasifican de acuerdo a su origen biosintético (Harborne et al.,

1999) en tres principales familias: fenoles, terpenos y alcaloides.

Los fenoles presentan la mayor distribucibn en las plantas, debido a que estan
involucrados en diferentes procesos, dentro de los cuales se encuentra la sintesis de
lignina y, por lo tanto, son comunes en todas las plantas superiores (Bourgaud et al.,
2001). Los terpenos, por su parte, representan un grupo diverso de productos naturales
gue participan en interacciones benéficas y antagonicas entre organismos, ya que definen
a muchas especies de plantas, animales y microorganismos contra sus depredadores,
patdgenos y competidores (Gershenzon y Dudareva, 2007). Los alcaloides tienen una
distribucion mas restringida en el reino vegetal, ya que son mucho mas especificos para
una familia, género y, en algunos casos, para una sola especie (Dixon et al., 2001).
Debido a estas caracteristicas algunos autores los han dividido en cuatro grupos: 1)
alcaloides verdaderos: poseen un nitrdgeno heterociclico y su esqueleto de carbono
proviene parcial o totalmente de un aminoacido proteinico, por ejemplo la papaverina; 2)
protoalcaloides: no forman un sistema heterociclico y se crean a partir de un aminoacido

proteinico. Muchos de estos compuestos contienen un grupo amino o amida, por ejemplo
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la colchicina; 3) pseudoalcaloides: poseen un nitrégeno, pero son compuestos que no
han sido biosintetizados a partir de amino&cidos, sino que se forman por transferencia de
nitrégeno en forma de amoniaco a un compuesto de origen terpénico, esteroide,
policétido, monosacéarido o a un &cido graso, por ejemplo la coniina o la aconitina, y 4)
alcaloides imperfectos; son derivados de bases puricas, no precipitan con los reactivos

especificos para alcaloides, por ejemplo la cafeina.

Acatil CoA—2—w Malonil CoA  Proteinas

Mz

Aminoacidos ¥ A ) Aminodcidos
Mevalonata # Policétidos AMINOAcidos —= - igaine
lu— NHy——= iy
lsoprenoides Policétidos
aminados aminados —
\ Alcaloides imperfectos
Pseudoalcaloides No clesicas

Aminas ———= Protoalcaloides

lﬂi:lbaa

Alcaloides verdaderos

Figura 1.1 Aspectos biogenéticos para la clasificacién de los alcaloides (Arango-
Acosta 2008).

Los metabolitos secundarios y en particular los alcaloides son de gran interés, para la
ingenieria metabdlica, la cual busca incrementar la produccion de estos compuestos para
su aprovechamiento comercial (Verpoorte et al., 2002). Sin embargo, para aplicarla es
necesario el buen entendimiento de la bioguimica y de la regulacion de las rutas de

biosintesis.

1.1.3 Argemone mexicana L.

Argemone mexicana es una planta con una larga historia en la medicina tradicional
mexicana. Distintas preparaciones con este ejemplar se han utilizado en el tratamiento

contra diferentes enfermedades como las cataratas, las Ulceras cutaneas y afecciones de
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la garganta (Lozoya y Lozoya, 1982). La presencia de diversos alcaloides
bencilisoquinolinicos en sus tejidos podria explicar las propiedades que se le atribuyen a
esta especie (Capasso et al., 2002).

A. mexicana es una planta herbacea de entre 0.40 y 1.00 m de altura, de color glauco o
verdoso, con nervios blanquecinos, tallos mas o menos aculeados, produce latex amarillo,
sus hojas son caulinares sésiles, oblongas u obovadas, con bordes irregularmente
dentados espinescentes y con 3-6 pares de I6bulos. Las flores terminales, por lo general
tienen corola de color amarillo, raro blanco, el fruto es oblongo, eliptico, ovoideo, fusiforme
0 aculeado. Las semillas son globosas de aproximadamente 2 mm de diametro (Fig. 1.1).
La planta es originaria de América, se ha naturalizado en diferentes paises y por sus
flores vistosas se cultiva en Estados Unidos y Europa. Se puede encontrar en los
rastrojos, en los campos de pastoreo, en las orillas de caminos, en los terrenos baldios,
en los terraplenes de ferrocarril, etc., por lo general se encuentran sobre los suelos fértiles

y soleados (Rzedowski et al., 1991).

Figura 1.2 Litografia de la descripcién botanica de Argemone mexicana ( tomada de
Wight, R.,1840).
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1.1.4 Compuestos presentes en Argemone mexicana L.

Argemone mexicana puede acumular una gran variedad de productos naturales. Por
ejemplo, se han identificado varios flavonoides en las flores y se ha logrado aislar el
flavonoide conocido como isorharmnetina y tambien se han identificado glucésidos. Las
semillas contienen un alto contenido de acidos grasos, de los cuales el 80% corresponden
a acidos grasos insaturados tales como los acidos linoleico, oleico, palmitoleico y
linolénico mientras que el resto lo constituyen los acidos grasos saturados como el acido
palmitico y el acido estearico (Lozoya y Lozoya, 1982). El alto contenido de aceite en las
semillas, hace que esta planta tenga un buen potencial para la explotacion industrial con
fines alimenticios y cosméticos; sin embargo, el alto contenido de compuestos toxicos ha

impedido su utilizacién (Siddiqui et al., 2002).

Los estudios quimicos de los diferentes tejidos han revelado la presencia de metabolitos
secundarios, que podrian explicar las propiedades medicinales y téxicas que le son
atribuidas a esta especie (Bhardwaj et al., 1982; Harbone y Wiliams, 1983; Hussain et al.,
1983). Entre los ABIs producidos por esta planta se incluyen la protopina y la berberina,
gue se encuentra en mayor cantidad en las partes aereas (Lozoya y Lozoya, 1982). La
berberina se usa para el tratamiento de las cataratas y otras afecciones oculares.
Ademas, presenta propiedades inhibitorias sobre la transcriptasa reversa del VIH1, asi
como un efecto favorable contra la hepatitis téxica inducida por farmacos (Roberts y Wink,
1988). La sanguinarina es otro de los alcaloides que se produce en esta planta (Siddiqui
et al., 2002). Se encuentra en mayor cantidad en la raiz y en las semillas y se utiliza
contra la formacién de la placa dentobacteriana, y como expectorante (Roberts y Wink,
1988). ElI empleo experimental de la sanguinarina en el tratamiento de la leucemia ha

arrojado resultados prometedores (Ahmad et al., 2000).

Otros alcaloides que se encuentran en una menor proporcién son la quelantiofilina, la
gueleritrina, la coptisina, la escoulerina, y la estilopina (Lozoya y Lozoya, 1982). Esta
planta es una especie poco estudiada, por lo que se dispone de poca informacién sobre

las enzimas y los genes involucrados en su metabolismo secundario.
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1.1.5 Alcaloides bencilisoquinolinicos (ABIs)

Los ABIs representan un grupo de metabolitos secundarios, derivados de la tirosina,
farmacologicamente activos, que se encuentran predominantemente en las familias
Berberidaceae, Fumariaceae, Menispermaceae, Papaveraceae y Ranunculaceae. Hasta
ahora se han identificado alrededor de 2,500 productos pertenecientes a estas familias
estructurales, por lo que representan uno de los grupos de alcaloides mas numerosos
(Facchini et al., 2000). Algunos de estos alcaloides presentan actividades bioldgicas
sumamente importantes. Por ejemplo, la morfina es un potente analgésico, mientras que
la tubocurarina es un bloqueador neuromuscular (Facchini et al., 2000). Dada la
importancia comercial de algunos de los alcaloides de este grupo, las rutas metabdlicas
involucradas en su biosintesis han sido estudiadas con detalle y en los Ultimos afios se
han dilucidado algunas de éstas. Sin embargo, el conocimiento sobre los mecanismos
moleculares y los controles bioquimicos que regulan su biosintesis es limitado (Facchini et
al., 2000).

La ruta de biosintesis de los ABIs es larga y compleja, pero puede agruparse en tres
etapas: 1) la produccion del intermediario (S)-norcoclaurina a partir de dos unidades de L-
tirosina (Fig. 1.3); 2) la transformacion de (S)-norcoclaurina a (S)-reticulina, el dltimo
intermediario comin de los alcaloides de este tipo (Fig. 1.4); y 3) las rutas de

diversificacion que dan origen a los diferentes tipos de ABIs (Fig. 1.5).

En la primera etapa, se utilizan dos moleculas de L-tirosina como sustrato, estas son
descarboxiladas, y como producto se obtienen dos moléculas de tiramina. La enzima
tirosina dopadescarboxilasa (TYDC) es la encargada de sintetizar esta reaccion
desviando a la tirosina para iniciar la sintesis de los ABIs, para la TYDC se han reportado
mas de quince familas de genes en Papaver somniferum, en las cuales se ha observado
expresion diferencial en diversos tejidos de esta planta (Facchini y De Luca, 1994). El
siguiente paso en la ruta de sintesis es la adicién de un grupo hidroxilo, donde patrticipan
dos enzimas diferentes, una para cada molécula de tirosina, respectivamente, una de
estas enzimas es la monofenoloxidasa (MFQO), resultando como producto dopamina, un
alcaloide empleado como farmaco que actia como simpaticomimético, promoviendo el

incremento de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial, su administracion como
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droga no afecta directamente el sistema nervioso central debido a que no puede atravesar
la barrera hematocefalica. La otra enzima que utliza como sustrato a la molécula de
tirosina es la monoaminooxidasa (MAO) sintetizando 4-hidroxifenilacetaldehido (4-HPAA).
Una vez que se han fomado la dopamina y 4-HPAA, la enzima norcoclaurina sintasa
(NCS) cataliza la condensacion de ambos para producir S-norcoclaurina, el precursor
central de todos los ABIs (Fig. 1.3). La NCS ha sido purificada a partir de cultivos de
células de Eschscholzia tenuifolia (Rueffer et al., 1989) y de P. somniferum, en los cuales
el tratamiento con inductores produjo un notable aumento de la actividad enzimatica
(Samanai y Facchini, 2001), hay estudios que emparentan genéticamente a la enzima
NCS con proteinas que aparecen en la planta en condiciones patoldgicas, agrupadas bajo
el nombre genérico de Pathogenesis-Related, proteinas PR o de patogenicidad. La
enzima NCS es la Unica proteina conocida de la familia PR10 tipo Betvl (proteinas
alergénicas) que demuestra de manera inequivoca actividad catalitica en las plantas.
Recientemente se aislaron dos genes que codifican para la NCS en A. mexicana, los
cuales se expresan casi a un mismo nivel en todos los tejidos de la planta adulta en
donde la presencia de los mensajeros es constante, al igual que durante la germinacién y

en las primeras etapas de desarrollo de la planta (Rubio-Pifia et al., 2009).

A COOH M A A
T 2NN
l, ’ NH, l J NH, 2N
OH” S OH [ |
o TYDC MFO Ho AN AH
Tirosina —p Tiramina ———p Dopamina NCS H'|
.- COOH e T [ .
l [ ] |
Cr . (T T
. TYDC .. = MAO : - ‘
Tirosina — Tiramina = 4-hidroxifenilacetaldehido (S)-Norcoclaurina

Figura 1.3 Sintesis de (S)-norcoclaurina (cuadro azul), a partir de dos moléculas de
tirosina.  Tirosina/dopa  descarboxilasa (TYDC), monofenoloxidasa (MFO),
monoaminooxidasa (MAO), norcoclaurina sintasa (NCS).

11



CAPITULO |

En la segunda etapa, la (S)-norcoclaurina es convertida a (S)-reticulina por una serie de
cuatro reacciones, en la primera ocurre una hidroxilacién, la enzima encargada de
sintetizar esta reaccion es la norcoclaurina 6-O-metiltransferasa (6-OMT) (Sato et al.,
1994), produciendo (S)-coclaurina. La enzima coclaurina N-metiltransferasa (CNMT)
(Loeffler et al., 1995) es la siguiente en participar haciendo una reaccion de metilacion
para sintetizar N-metilcoclaurina, mientras que la N-metilcoclaurina 3’-hidrolasa,
(Cyp80B3) (Pauli y Kutchan, 1998), es la responsable de la tercera reaccion en donde
igual ocurre una metilacion y el producto es (S)-3-hidroxi-N-metilcoclaurina. Por ultimo la
enzima 3’-hydroxy-N-methyl-(S)-coclaurine 4’-O-methyltransferase (40MT) (Frenzel y
Zenk, 1990), lleva a cabo la ultima reaccion de metilacién, formandose asi la (S)-reticulina
(Fig. 1.4).

HO\ N cho LTONEN HOOLA HCO
GOMT CNMT A o Cypd0B3 mm 40MT m
H 3 3 o Y — H .H
LT TN U HODJ
HO HO

S-Norcoclaurina S-coclaurina N-metilcoclaurina S-3-hidroxi-N-metilcoclaurina S-Reticulina

Figura 1. 4 Sintesis de (S)-reticulina (cuadro azul), a partir de (S)-norcoclaurina.
norcoclaurina 6-O-metiltransferasa (6-OMT), coclaurina N-metiltransferasa (CNMT), N-
metilcoclaurina 3’-hidrolasa (Cyp80B3), 3’-hydroxy-N-methyl-(S)-coclaurine 4’-O-
methyltransferase (40OMT).
Las dos primeras etapas (Figs. 1.3 y 1.4) que forman el nlcleo de la biosintesis estan
bastante bien caracterizadas a nivel protedmico y gendmico, sin embargo, los avances
mas importantes se han centrado sobre seis ramas que inician con (S)-reticulina y
permiten la biosintesis de alcaloides: a) bencilisoquinolinicos simples (papaverina), b) tipo
protoberberina (berberina), c) tipo benzofenantidrina (sanguinarina), d) morfinanos
(morfina), e) aporfina (magnoflorina) y f) tipo ftalidoisoquinolina (noscapina) (Fig. 1.5). Asi
también se conocen las enzimas que producen los ABIs diméricos como la berbamunina,
gue se origina de un precursor que precede a la (S)-reticulina. Dependiendo de la ruta de
diversificacion, se necesitan entre diez y veinte enzimas para obtener un alcaloide como

producto final.
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Figura 1. 5 Rutas de diversificaciéon de los ABIs a partir de la sintesis de (S)-reticulina.
En el cuadro rojo se encuentra seleccionada la sanguinarina y en el cuadro verde la
berberina. Se observa que ambos comparten recciones hasta la formacién de (S)-
escoulerina, siendo esta reaccién catalizada por la enzima del puente de berberina
(BBE).

1.1.6 Sintesis de berberinay sanguinarina

Los metabolitos secundarios berberina y sanguinarina pertenecen al grupo de alcaloides
ABIs y comparten las primeras reacciones en su ruta de sintesis, teniendo como precursor
dos moléculas de L-tirosina para la sintesis de (S)-escoulerina (Fig. 1.3 -1.5), a partir de
este punto la ruta se ramifica de manera que cada metabolito sigue una ruta diferente
(Fig. 1.6). La ultima reaccién que comparten consiste en la conversién del grupo N-metilo
de la S-reticulina en el componente del puente metilénico de la (S)-escoulerina, por accién
de la enzima formadora del puente de berberina (BBE) (Kutchan y Dittrich, 1995) (Fig.
1.5). Recientemente, se clonaron dos genes que codifican para esta enzima en A.
mexicana, uno de los cuales se expresa en todos los tejidos de la planta, presentando una

mayor acumulacién de mensajeros en la hoja, capsula y brote floral, mientras que el otro
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tiene un nivel menor de expresion y sus transcritos estan ausentes en la semilla inmadura
(Rubio-Pina et al., 2009). En cultivos celulares de A. mexicana en condiciones basales no
se observé acumulacion en niveles detectables sin embargo, al ser inducidos con metil
jasmonato, &cido salicilico y extracto de levadura, se observé un incremento en la
acumulacion (Trujillo-Villanueva et al., 2010). Se ha observado que la induccion
transcripcional y de la actividad de la BBE ocurre en respuesta a la aplicacion de
homogenados fungicos en cultivos celulares de Estcholtzia californica (Kutchan Y Dittrich
et al., 1995), asi como a dafios mecénicos en cultivos de P. somniferum (Facchini y Park,
2003). Esto indica que la induccion transcripcional de estas enzimas podria ser un punto

clave para la regulacion de la ruta.

La sintesis de sanguinarina y otros alcaloides de tipo benzofenantridina inicia a partir de la
(S)-escoulerina, siendo la enzima quelantifolina sintasa (CheSyn) (Bauer y Zenk, 1991), la
encargada de desviar la ruta en una reaccién en la que son liberados cuatro hidrogenos,
oxidando la molécula, resultando un grupo metilenodioxi, obteniendo como producto (S)-
guelantifolina. La enzima estilopina sintasa (STS) (Bauer y Zenk, 1991), cataliza la
siguiente reaccion en donde sucede lo mismo que en la reaccion anterior y en este caso
el producto es (S)-estilopina. La enzima (S)-tetrahidroprotoberberina N-metiltransferasa
(TNMT) (Rueffer, et al., 1990), produciendo (S)-cis-N-metilestilopina seguida de dos
hidroxilaciones, catalizadas por la (S)-cis-N-metilestilopina 14-hidroxilasa (MSH) y la
protopina-6-hidrolasa (PRH), obteniendo como productos protopina y
didhidrosanguinarina, respectivamente. Finalmente la dihidrobenzofenantridina oxidasa
(DBOX) (Arakawa, et al., 1992), convierte la dihidrosanguinarina en sanguinarina (Fig.
1.6).

Para la sintesis de berberina, la (S)-escoulerina es metilada, en lugar de ser oxidada, por
la escoulerina-9-O-metiltransferasa (SOMT) (Muemmler, et al., 1985) para producir (S)-
tetrahidrocolumbamina, el segundo paso involucra la formacién de un puente metilendioxi
en la (S)-tetrahidrocolumbamina, llevada a cabo por la enzima canadina sintasa (CAS)
Rueffer y Zenk, 1994), que es dependiente del citocromo P-450. Finalmente, la canadina
es oxidada para producir berberina por accion de la (S)-tetrahidroprotoberberina oxidasa
(STOX) (Okada et al., 1988).

14
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Figura 1. 6 Ruta de sintesis de berberina y sanguinarina. En los cuadros verdes y
rojo se muestra la ruta especifica para la sintesis de berberina y sanguinarina,
respectivamente.  Queilanthifolina sintasa (CheSyn) estilopina sintasa (STS), (S)-
tetrahidroprotoberberina  N-metiltransferasa (TNMT), S-cis-N.metilestilopina 14-
hidroxilasa (MSH), Dihidrobenzofenantridina oxidasa (DBOX) Sanguinarina reductasa
(SnR) Scoulerina-9-O-methiltransferasa  (SOMT), canadina sintasa (CAS),
Tetrahidroprotoberberina oxidasa (STOX).

1.1.7 Sintesis y localizacién de las enzimas para la sintesis de ABIs

Se ha avanzado en la comprension de la biosintesis del metabolismo especializado,

incluso de la expresion y regulacién de los genes implicados, sin embargo, son escasos

los estudios sobre los mecanismos que gobiernan la distribucién espacial de las enzimas,

cofactores y sustratos que intervienen en la sintesis de alcaloides (Roze et al., 2011). La

distribucion y localizacion especifica en diferentes sitios celulares o tisulares es importante

para todo el metabolismo en general, ya que por si solas las enzimas han sido
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consideradas como mecanismos de regulacion, la compartamentalizacion permite la
optimizacion de reacciones enzimaticas al procurar diversos entornos de pH subcelulares,
permitiendo el funcionamiento simultdneo de las vias que compiten por los mismos
sustratos, evita ademas, los ciclos futiles y confina los metabolitos toxicos (Lunn et al.,
2007). En la sintesis y almacenamiento de los ABIs participan diferentes tipos de tejidos,
células y organelos, por ejemplo, en P. somniferum la sintesis de morfina y noscapina
ocurre en los tallos y raices y se acumulan en el citoplasma de células especializadas
(células laticiferas) de los carpelos y de las capsulas de los frutos, mientras que la
sanguinarina es sintetizada y acumulada en las raices; en B. stolonifera, la berberina es
sintetizada y almacenada en todos los 6rganos (Facchini y De Luca, 1995 y Facchini et
al., 2007). Esta diferenciacion espacial puede ser mayor, ya que la expresion genética y la
actividad de las enzimas correspondientes se ubica exclusivamente en ciertas células o
compartimentos subcelulares. Por ejemplo, en P. somniferum en la sintesis y acumulacion
de morfina, sanguinarina y alcaloides relacionados, participan distintos tipos de células del
floema tanto de los tallos como de las raices (Bird et al., 2003; Samanani et al., 2006).
Utilizando técnicas de inmunofluorescencia e hibridacién de ARN in situ encontraron que
siete de las 14 enzimas de la ruta para alcaloides tipo morfina (60MT, CNMT, NMCH,
4°'OMT, BBE, SalAT y COR) estan localizadas en los elementos cribosos, mientras que
los transcritos de éstas se encuentran en las células acompafnantes y los alcaloides en
células laticiferas (Bird et al., 2003; Samanani et al., 2006). En Thalictrum flavum, la
enzima BBE estd en los idioblastos de las hojas, en distintas células de las raices y
rizomas donde se producen y acumulan abundantes cantidades de ABIs tipo
protoberberina (Bock et al., 2002); en raices, los ABI se localizan en las células maduras
de la endodermis al inicio del crecimiento secundario, mientras que los transcritos génicos
de nueve de las doce enzimas implicadas en su sintesis (TYDC, NCS, 60MT, CNMT,
NMCH, 4°OMT, BBE, SOMT, CAS), estan ubicados en la endodermis inmadura, periciclo y
en algunos casos en las células adyacentes corticales del meristemo apical. En tanto que
en los rizomas los alcaloides se depositan en la médula y el cortex y los transcritos
génicos de las nueve enzimas en el protodermis del primordio foliar (Samanani, et al.,
2002; 2005). Esto significa que los sitios de sintesis y acumulacién estan separados
espacialmente y que en distintas especies 0 en la misma pueden participar distintos tipos

de células.
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Las enzimas para la sintesis de ABIs estan separadas en compartimentos subcelulares,
las dos primeras partes de la ruta de tirosina a (S)-norcoclaurina y de (S)-norcoclaurina a
(S)-reticulina se realizan en el citosol, mientras que las rutas de diversificacion en
vesiculas membranosas cuya independencia o asociacion al reticulo endoplasmico esta
en discusion (Zenk y Juenger, 2007; Ziegler y Facchini, 2008; Facchini y Bird, 1998;
Facchini et al., 2001). Esta compartamentalizacion de enzimas, sustratos y productos
implica la coordinacién y regulacion de la ruta, de no ser asi, las enzimas y los sustratos
se desplazarian libremente en el citosol (Ziegler y Facchini, 2008). Por otra parte, se sabe
gue los ABIs, asi como otros compuestos, se almacenan en vacuolas; los alcaloides
berberina, codeina, morfina, noscapina, papaverina, (S)-reticulina, sanguinarina, (S)-
escoulerina y tebaina, fueron encontrados en vacuolas de diferentes densidades en
cultivos celulares de Papaver bracteatum y Coptis japonica (Facchini y Bird, 1998;
Roberts y Wink, 1988; Kutchan et al., 1986; Otani et al., 2005; Yasaki et al., 2008). En las
vacuolas laticiferas de Chelidonium majus las concentraciones de sanguinarina,
chelidonina y berberina se aproximaron a 500 y 1,000 mM, mientras que en las del latex
de P. somniferum a 500 mM de morfina y en vacuolas de células de C. japonica hasta 72
mM de berberina (Roberts y Wink, 1988; Otani et al., 2005).

1.1.8 Redundancia genética y expresién diferencial de genes que codifican para
enzimas participantes en la sintesis de ABIs

La duplicacion de genes es de importancia fundamental en la evolucion. Se han propuesto
tres teorias alternativas (Lynch et al., 2002; Lynch y Conery, 2000). La primera es la no-
funcionalizacién de una copia por la acumulacion de mutaciones degenerativas, esto
ocurre principalmente en las familias con un gran nimero de copias, ejemplo: las familias
génicas de la a y B globina humanas contienen respectivamente cinco y seis genes. La
familia alfa ubicada en el cromosoma 16 (HSApl16) con 30,000 pares de nucledtidos
(30Kb) contiene cinco genes; el gen zeta que se expresa en el estadio embrionario, dos
pseudogenes no funcionales, y dos copias del gen alfa que se expresan durante los
estadios fetal y adulto. La segunda es neo-funcionalizacion: en este escenario, una copia
adquiere una nueva funcién beneficiosa y se preserva por seleccion natural, con la otra
copia de retencion de la funcion original. Una variacion de este escenario es que los dos

genes podrian adquirir funciones divergentes pero mantener un solapamiento funcional.
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Seleccion seria entonces actuar sobre estas propiedades divergentes e indirectamente a
mantener la superposicion de funciones. La seleccion también puede actuar en un recién
emergente, propiedad Unica a la acciébn combinada de dos genes estrechamente
relacionados, o en algun aumento de la eficiencia o la fidelidad logrado por la accién
combinada de dos genes (Thomas et al., 1993), por ejemplo el gen que codifica para la
enzima shiguimato cinasa (SK), una enzima clave en la via del shikimato, que adquirid
nuevas funciones y nuevos patrones de expresidn génica en comparacion con la
secuencia ancestral, un proceso impulsado en parte por la seleccion positiva (Fucile et al.,
2008). En el tercer escenario, sub-funcionalizacion, se dan mutaciones en ambas copias
del gen duplicado, adquiriendo funciones complementarias y hay una reparticion de las
funciones del gen ancestral, ejemplo: Zebrafish presenta dos copias del citocromo P450,
una se expresa en el ovario y otra en el cerebro, pero el analisis de genes ortélogos en

organismos con una Unica copia, muestra que se expresa en ambos tejidos.

Muchos de los componentes cruciales de la transduccion de sefiales, de desarrollo, y las
vias metabolicas tienen copias funcionalmente redundantes, estas redundancias
muestran una estabilidad sorprendente de evolucion en escalas de tiempo prolongadas en
donde la sinergia derivada de la retroalimentacion entre las copias redundantes puede
servir como un elemento de procesamiento de la informaciéon que facilita la transduccion
de sefales y el control de la expresién génica (Ran-Kafri, 2009). En las cascadas de
sefalizacién, componentes cruciales de sefalizacion se asocian con frecuencia isoformas
redundantes, por ejemplo las MAP cinasas, inhibidores de NF-kappa B, proteinas Wnt,
entre otras (Dean et al., 2008, De Luna et al., 2008, Kafri et al., 2008 y Musso et al, 2008).

En el caso de vias metabdlicas especificamente en la ruta de biosintesis de los ABIs se
han reportado isoformas para las enzimas: TYDC en P. somniferum y T. flavum, las
cuales tienen expresion diferencial y especifica de tejido (Facchini y De Luca, 1994;
Samanani et al,. 2005); asi mismo, se sabe que familias del gen NCS se expresan
abundantemente en el rizoma, peciolos y raices de T. flavum (Samanai et al., 2004), P.
somniferum (Liscombe et al., 2005) y C. japonica (Minami et al., 2007), de este mismo gen
en A. mexicana se aislaron dos isoformas que codifican para NCS (NCSAm1 y NCSAmM2)
(Rubio-Pifa et al., 2009), para las cuales se reportd expresion diferencial en células en

suspension sometidas a induccién con SA, MeJda y EL simultdneamente (Truijillo-
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Villanueva et al., 2010).En el caso de los genes que codifican para las enzimas 6-OMT,
CNMT y 4-OMT se sabe que forman parte de la familia de las N-metiltransferasas,
clasificadas basicamente por el tipo de reaccién que catalizan (Lacoste et al., 2002).
Siguiendo el orden y como ultimo gen involucrado en las reacciones comunes, se
conocen tres genes para BBE en E. californica (BBE1, BBE2, y BBE3), a partir de los
cuales se aislaron dos genes de BBE en P. somniferum (BBE2 y BBE3) (Facchini et al.,
1996). En P. somniferum se demostré que BBE1 se expresa en raices y tallos de plantas
maduras; en plantulas de tres dias después de la germinacién y en cultivos celulares
sometidos a tratamiento con un inductor de hongos o con jasmonato de metilo. En A.
mexicana se aislaron dos isoformas del gen BBE (BBEAmM1 y BBEAmM2) (Rubio-Pifia et al.,
2009), para las cuales se reporté una expresion muy similar de ambas copias en tejidos
de plantas en desarrollo y cultivos celulares sometidos a induccion con SA, EL y MeJa
(Rubio-Pifia et al., 2009; Trujillo-Villanueva et al., 2010). El analisis filogenético mostro
gue hay una relacién cercana entre las isoformas de BBE de E. californica, P. somniferum
y A. mexicana, permitiendo agruparlas en un mismo clado y sugiriendo un grupo

monofilogenético (Rubio-Pifia et al., 2009).

1.1.9 Acumulacion de alcaloides en plantas maduras de A. mexicana

A. mexicana acumula diferentes alcaloides ABIs tipo benzofenantridina, como queleritrina,
sanguinarina y dihidrosanguinarina, y tipo protoberberina como berberina. Es una de las
pocas plantas que tiene la capacidad de acumular alcaloides de estos grupos
simultaneamente (Rubio-Pifia y Vazquez-Flota, 2013). Estos alcaloides se distribuyen
siguiendo un patrén tejido especifico: la sanguinarina se encuentra solamente en raices y
semillas maduras, mientras que la berberina se distribuye en todos los tejidos, excepto en
las semillas maduras (Fig. 1.7) (Rubio-Pifia et al., 2009).
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Figura 1. 7 Distribucidon de sanguinarina y berberina en A. mexicana (Rubio-Pifia,
2010).

1.1.10 Acumulacion de alcaloides durante la germinacion y desarrollo de plantulas
de A. mexicana

Las semillas de A. mexicana acumulan sanguinarina solamente en estado maduro,
aunque también se detecta la presencia de sanguinarina durante la germinacion de las
semillas; en la emergencia y durante el desarrollo de las plantulas solamente se detecta
en las etapas tempranas, antes de la emergencia de los cotiledones (Fig. 1.7 A) (Rubio-
Pifia et al., 2009). Una vez que se forman los cotiledones, se puede observar la presencia
de berberina, tanto en la radicula, como en la parte aérea mientras que la sanguinarina
solamente se observa en la radicula (Fig. 1.7 B) (Rubio-Pifia et al., 2009). No obstante,
cuando aparecen las hojas verdaderas, la berberina predomina en los tejidos aéreos
mientras que la sanguinarina se restringe a la radicula (Rubio-Pifia et al., 2009; Xool-
Tamayo et al., 2014).
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Figura 1.8 Acumulacion de ABIs en plantulas en desarrollo después de la germinacién
de semillas de A. mexicana. A) acumulacion de sanguinarina y berberina durante los
primeros dias de la germinacion de la semilla. B) Acumulacién de sanguinarina y
berberina en parte aérea y radical de plantulas en desarrollo temprano. Las barras
representan el margen de error (3n). Las letras (mindsculas: sanguinarina) sefialan
diferencias significativas entre medias (ANOVA P < 0.001) (Rubio-Pifia et al., 2009).

1.1.11 Acumulacion de alcaloides en cultivos de tejidos de A. mexicana

En nuestro grupo de trabajo se obtuvo una linea de células en suspension derivada de
hojas que se denominé como AmMIiF. Esta linea, tanto en cultivos de callos como de
células en suspension, acumula cantidades significativas de sanguinarina en condiciones
normales de mantenimiento (Carrillo-Pech et al., 2006; Vazquez-Flota et al., 2007). Por
otra parte, la berberina solamente se acumula en trazas (Guizar-Gonzales et al., 2012). La
propiedad de esos cultivos de acumular sanguinarina aun sin ningan tratamiento de
induccién es interesante, ya que en cultivos de otras especies como E. califérnica y P.
somniferum este alcaloide solamente se acumula después de un tratamiento de induccién
(Campos-Tamayo et al., 2002; Carrillo-Pech et al., 2006). Los tratamientos de induccion
en los cultivos in vitro tienen como obijetivo reproducir condiciones semejantes a las que
se dan en un ataque por patégenos, activando los mecanismos de defensa, entre los
cuales se encuentra la produccion de metabolitos bioactivos, para el caso de A. mexicana,

consiste principalmente en sanguinarina. No obstante, en esta linea el tratamiento con
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inductores del metabolismo secundario, tales como el jasmonato de metilo (MeJa) o el
extracto de levadura (EL) (Guizar-Gonzélez et al., 2012) de manera individual, tiene
efectos limitados en cuanto a promover la acumulacién de sanguinarina, comparado con
otras especies, por ejemplo, en E. californica, la exposiciéon de cultivos a MeJa, resulta en
la acumulacion de entre 10 y 100 veces los contenidos del metabolito antes del
tratamiento (Facchini et al., 2000) mientras que en A. mexicana ocurren aumentos de
entre dos y cuatro veces los contenidos basales (Guizar-Gonzalez et al., 2012; Truijillo-
Villanueva et al., 2010). En nuestro grupo de trabajo, se reportd que la aplicacion
secuencial de jasmonato de metilo (MeJa), acido salicilico (AS) y extracto de levadura
(EL), con diferencias de 24 h entre las aplicaciones, puede conducir a aumentos de entre

10 y 15 veces los valores iniciales (Trujillo-Villanueva et al., 2010).

En nuevas lineas de callos de A. mexicana generados a partir de hoja joven (AM)
(Campos-Tamayo, 2002; y Chan-Canto, 2014) se aplicaron tratamientos de induccion
siguiendo estos esquemas: induccién individual, adicionando por separado cada uno de
los tres inductores SA, MeJa y EL: induccién simultanea, aplicando en un solo evento
los tres inductores; e induccién secuencial, aplicando en ese orden cada inductor con
una diferencia de 24 h; las muestras se colectaron a las 12, 24, 36, 48 y 72 h. La
induccién individual con extracto de levadura jugd un papel sobresaliente en la induccion
de respuesta defensiva en la linea de callos AM aumentando la acumulacién de
sanguinarina a las 36 h, comparado con MeJa y AS. Dicha respuesta puede ser explicada
debido a que EL es un agente externo a la biologia de la especie; aunque el &cido
salicilico logr6 un aumento en la respuesta defensiva, esta fue mucho menor en
comparacion con EL, pero mayor que el tratamiento con MeJa. Es imprescindible
mencionar que en la induccién con EL y AS, el tiempo de mayor actividad de una
respuesta defensiva significativa del cultivo, se dio cumplidas las 36 h para ambos casos
(Chan-Canto, 2014). Exponiendo los callos a los inductores (EL, MeJa, AS) de forma
simultanea, estos no presentaron una respuesta defensiva. Y por Gltimo, en la induccion
secuencial se observé que la adicion de AS + MeJa a las 48 h aument6 la acumulaciéon de

sanguinarina, aungque en muy pocas cantidades (Chan-Canto, 2014) (Anexo 1, Fig. 1-3).
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1.1.12 Recapitulacion de los antecedentes

De la revisiéon de los antecedentes se observa que las plantas de A. mexicana sintetizan
alcaloides del tipo ABI que incluyen, entre los mas abundantes, a la berberina y a la
sanguinarina. En pocas especies estos dos tipos de alcaloides se presentan de manera
simultdnea. Estos dos alcaloides se distribuyen de manera diferencial, tanto en los tejidos
de la planta adulta, como a lo largo de su desarrollo temprano. De este modo, mientras
gue berberina se localiza en todos los tejidos de las plantas adultas, sanguinarina solo se
detecta en raices y semillas maduras. Por otra parte, sanguinarina se acumula en etapas
muy tempranas de plantas en desarrollo (hipocoétilos y cotiledones), mientras que
berberina se detecta en las etapas posteriores (con aparicion de hojas verdaderas)
(Rubio-Pifa et al., y Vazquez-Flota, 2013). Mas aun, los cultivos in vitro en condiciones
basales y de inducciéon acumulan sanguinarina pero no berberina (Trujillo-Villanueva et al.,
2010; Guizar-Gonzales et al., 2012; Chan-Canto 2014). Por otro lado, se ha demostrado
la presencia de al menos dos isoformas para BBE y la NCS (BBEAm1, BBEAmM2,
NCSAmM1 y NCSAmM2) en A. mexicana (Rubio-Pifia et al., 2009) y la reciente obtencién de
los transcriptomas de las raices y partes aéreas de plantulas en desarrollo sugiere la
existencia de familias génicas para algunas de las enzimas involucradas. De este modo, y
considerando que la existencia de estas familias génicas frecuentemente se asocia con
mecanismos de expresion diferencial que definen los patrones de acumulacién de
metabolitos en distintos tejidos o condiciones, es probable que la existencia de las
isoformas de BBE y NCS de A. mexicana forme parte de un mecanismo regulatorio para

la sintesis de alcaloides en esta planta.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La existencia de familias génicas, formadas por diferentes genes que codifican para
enzimas con las mismas actividades cataliticas, puede cumplir funciones redundantes o
bien participar en mecanismos de regulacion diferencial. En el primer caso, los integrantes
de las familias se expresan en niveles, sitios y condiciones similares. Aqui, las funciones
de los diferentes miembros se relacionan con potenciar el nivel de actividad o de
acumulacion del producto final, o bien operan como un mecanismo de proteccién contra la

pérdida en la funcionalidad de alguno de los integrantes. No obstante, en algunos casos,
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los diferentes integrantes se expresan de manera preferencial o exclusiva en algunos
tejidos o bajo ciertas condiciones, por ejemplo, se han reportado varias isoformas de la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) en diferentes especies. Algunas de estas
isoformas se expresan en respuesta a diferentes condiciones, conduciendo a la
produccion de distintos productos. Aunque todos estos productos son derivados fenélicos
cumplen con diferentes funciones y/o pueden acumularse en diferentes tejidos, sugiriendo
qgue las diferentes isoformas de PAL atienden necesidades diferentes (Kim y Hwang,
2014). En estos casos, la existencia de estas familias representa un mecanismo de
regulacion que permite controlar la acumulaciéon de un producto en un sitio o condicién
definida. Si bien en A. mexicana se ha documentado la existencia de estas familias
génicas para al menos algunas de las enzimas involucradas en la sintesis de alcaloides,
no se ha establecido si estas participan como copias redundantes o forman parte de un
mecanismo regulatorio. Saber lo que ocurre es importante debido a que si hay una
participacion especifica de alguna copia en el mecanismo de regulacion de la sintesis de
sanguinarina o berberina, en un futuro se podrian establecer condiciones 6ptimas para la

manipulacién de las vias, con fines comerciales.

1.2.1 JUSTIFICACION

La existencia de familias génicas sugiere la posibilidad de mecanismos de control que
involucren su expresion en diferentes condiciones, tiempos de desarrollo o tejidos. Con el
fin de analizar si la acumulacion diferencial de los alcaloides en A. mexicana se relaciona
con la expresion preferencial de alguna de estas isoformas, se propone analizar los
patrones de expresion en tejidos y condiciones que muestran un patrén de acumulaciéon
especifico de alcaloides. Estos son; raices que acumulan ambos alcaloides; hojas y tallos
gue acumulan preferencialmente berberina, y callos (cultivos in vitro) que solamente
acumulan sanguinarina. Se incluiran plantulas en desarrollo cuyo patrén de acumulacion
varia en funcion del avance de este proceso, asi como cultivos in vitro, expuestos a

condiciones que modifican los niveles de acumulacién de estos alcaloides.
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1.3 HIPOTESIS

En Argemone mexicana, la redundancia genética asociada con el proceso de sintesis de

alcaloides, esta relacionada con los patrones de acumulacién diferencial de berberina y

sanguinarina.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivos generales

Estudiar la redundancia génica en la ruta de sintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos

en

Argemone mexicana, en funcién de la acumulacion diferenciada de berberina y

sanguinarina.

1.4.2 Objetivos especificos

Analizar los patrones de expresion de los genes correspondientes a NCSAm1 y
NCSAmM2, asi como de BBEAmM1 y BBEAmM2, en los tejidos de plantas adultas de
A. mexicana, mediante RT-PCR y qPCR.

Investigar los patrones de expresion de los genes correspondientes a NCSAm1 y
NCSAmM2, asi como de BBEAmM1 y BBEAM2, en los diferentes tejidos de plantulas

de A. mexicana en desarrollo, mediante RT-PCR y qPCR.

Analizar los patrones de expresion de los genes correspondientes a NCSAm1 y
NCSAmM2, asi como de BBEAm1 y BBEAmM2, en cultivos in vitro de A. mexicana en

condiciones basales y de inducciéon mediante RT-PCR y gPCR.

Determinar la distribucion y acumulacion de los alcaloides en los diferentes tejidos

y condiciones seleccionados, mediante la técnica de cromatografia de capa fina.
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1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para el cumplimiento de los objetivos se planteé la siguiente estrategia experimental: se
emplearon tres modelos de trabajo; 1) cultivos in vitro, 2) plantulas en desarrollo y 3)
plantas maduras. Estos modelos se seleccionaron con base en la distribucion de
alcaloides que presentan. Se analiz6 el contenido y distribucion de los alcaloides en estos
tejidos utilizando técnicas de cromatografia en capa fina (CCF), también se analizé la
distribucion y abundancia relativa de los genes que codifican para diferentes isoformas de
NCS y BBE por PCR punto final y PCR tiempo real (QPCR). Con el fin de analizar la
activacion de las rutas de sintesis que conducen de manera especifica a la formacion de
cada uno de los alcaloides de interés, también se analizaron los patrones de expresion del
gen que codifica para la enzima scoulerina O-metiltransferasa (SOMT) y del gen que
codifica para la enzima, quelantifolina sintasa (CheSyn) como indicadores de la posible

sintesis de berberina y sanguinarina, respectivamente (Fig. 1.8).

Argemone mexicana
Cultivosinvitro Plantas en desarrollo Plantas maduras

Callos Hipocotilo, cotiledony primer §§ Tallosy hojas Raices
(sanguinarina) par de hojas verdaderas (berberina) (Sanguinarinay berberina)

(Sanguinarinay berberina)

Analisis de expresion
NCS1, NCS2
BBE1 Y BBE2

Analisis de expresion CheSyny SOMT

Anélisis de acumulacion de alcaloides

berberina/sanguinarina

Figura 1.9 Estrategia experimental planteada para este trabajo.
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CAPITULO I

2.1 MATERIALES Y METODOS

2.1.1 Material biologico

Los materiales bioldgicos para este estudio fueron plantas adultas, plantulas en diferentes
etapas iniciales de desarrollo y cultivos in vitro en condiciones basales y de induccion de

la sintesis de alcaloides.

Las plantas adultas se colectaron de poblaciones silvestres con flores y capsulas (frutos)
entre 40 y 60 cm de altura. Las plantas fueron extraidas del suelo con la raiz incluida y
llevadas al laboratorio donde se lavaron con agua y jabdn, se separaron los tejidos de

hoja, tallos, raices, capsulas con semilla inmadura y pétalos de las flores (Fig. 2.1).

D E

Figura 2. 1 Tejidos seleccionados en planta adulta. Se seleccionaron diferentes
tejidos de planta adulta de A. mexicana tales como A) hoja, B) tallo, C) raiz, D) pétalo
y E) semilla inmadura.

Las plantulas germinaron a partir de semillas de capsulas maduras y dehiscentes
colectadas a partir de poblaciones silvestres localizadas en el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan A. C. para la germinacion de las semillas, éstas se escarificaron en
acido sulfarico (H,SO4 10%) por 2 h en agitacion continua. Después se enjuagaron con
agua estéril y se desinfectaron en etanol al 70% por 2 min. Luego se enjuagaron con agua
estéril y se incubaron en hipoclorito al 30% (blanqueador comercial Cloralex®) por 10 min.

Posteriormente, se enjuagaron tres veces y se embebieron en acido giberélico a una
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concentracion final de 100 mg/L por 72 h. Las semillas asépticas se colocaron en cajas
magenta con 40 mL de medio MS-FR (sales a la mitad de la concentracion normal, libre
de reguladores de crecimiento y adicionado con 10 mg/L de tiamina y 25 mg/L de L-
cisteina a pH de 5.8). Para la colecta se establecieron tres estadios de desarrollo: estadio
I, correspondiente a hipocétilos con cotiledones cerrados; estadio I, plantulas con
cotiledones abiertos y estadio lll, plantulas con el primer par de hojas verdaderas ya
formadas (Fig. 2.2). Una vez colectadas, las plantulas fueron disectadas en radiculas y
partes aéreas. Estas etapas de desarrollo se seleccionaron con base en los perfiles de

acumulacion de alcaloides observados (Xool-Tamayo et al., 2014).

Figura 2. 2 Material vegetal en diferentes estadios de desarrollo de A. mexicana. El
estadio | mide aprox. 0.5 cm y se colectaron 3.74 g, el estadio |l mide aprox. 3 cmy
se colectaron 4.75 g y el estadio Ill mide aprox. 4.5 cm y se colectaron 6.76 g.

En los cultivos in vitro se utilizaron callos previamente propagados (Chan-Canto et al.,
2014) y mantenidos en un medio basal Phillips y Collins (PC) (Phillips y Collins, 1979). EI
cultivo in vitro de callos se mantuvo en condiciones de luz continua con una intensidad de
entre 40 y 50 uM/m? provista por lamparas fluorescentes de 39 W a 25 °C y con
resiembras periddicas cada 14 dias (Fig. 2.3). Todas las manipulaciones se llevaron a
cabo en una campana de flujo laminar. Se prepar6 el medio PC, de acuerdo a las

concentraciones de macro/micronutrientes originales, suplementado con 25 g/L de
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sacarosa, 0.5 mg/L de benciladenina (6-BAP) y 1.5 mg/L de acido naftalenacético (ANA);
el pH se ajusté a 5.8 y después de aforar al volumen deseado se adicioné gel rite (2 g/L)
como agente gelificante, después se procedi6 a distribuir el medio a frascos de vidrio (30
mL/frasco) para su esterilizacion en el autoclave a 121 °C por 15 minutos. Los tejidos
colectados se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a —80°C hasta su uso.

Figura 2. 3 Cultivo in vitro de callos de A. mexicana de la linea AM, empleados para
los diferentes tratamientos de induccion.

2.1.2 Tratamientos de induccién de cultivos in vitro de A. mexicana.

Se analizaron cultivos de callos (linea Am), previamente sometidos a condiciones de
induccién de acumulaciéon de sanguinarina (Chan-Canto et al., 2014). Los tratamientos
aplicados fueron acido salicilico (AS, 100 uM), jasmonato de metilo (MedJa, 100 uM) y
extracto de levadura (EL, 0.2 g/L). La induccidn se llevé a cabo mediante los esquemas
de tratamiento individual (cada inductor aplicado de manera individual, en un periodo de
72 h. con colectas por triplicado cada 12 h.), simultaneo (los tres inductores aplicados al
mismo tiempo, en un periodo de 72 h con colectas por triplicado cada 12 h.) y secuencial
(aplicando AS, MeJa y EL, con espacios de 24 h entre cada uno), las muestras fueron

colectadas por triplicado cada 24 h (Anexo 1).

2.1.3 Extraccion de ARN total y sintesis del ADN complementario.

La extraccion de ARN total de los diferentes tejidos se realiz6 de acuerdo a lo reportado
por Rubio-Pifia y Vazquez-Flota (2008). Para la extraccién, se macero 1 g de tejido con
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nitrégeno liquido y 250 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) hasta obtener un polvo fino.
El tejido se homogeneizé con 10 mL del amortiguador de extraccion (Trizol), y la mezcla
se incubo a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, se centrifug6 a 14,000 x g
por 10 min a 4 °C y se recuperé el sobrenadante en un tubo nuevo al que se le agreg6 1
mL de una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se incubd a temperatura
ambiente por 2 min. Las fases se separaron centrifugando a 13,000 x g durante 10 min a
4 °C, la fase acuosa se transfirid a un tubo estéril (este paso se realizé 2 veces). La fase
acuosa se mezcl6 con 0.625 volumenes de 8 M de LiCl, y se incub6 durante 1 ha 4 °C, la
mezcla se centrifugd a 13,000 x g durante 30 min a 4 °C, se eliminé cuidadosamente el
sobrenadante. La pastilla de ARN se lavé con etanol al 70%, centrifugando las muestras a
13,000 x g durante 10 min a 4 °C, finalmente la pastilla se resuspendié en 20 pL de
amortiguador TE y se almacené a —80 °C hasta su uso. La integridad y calidad del ARN
se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR® Safe DNA Gel
Stain (Invitrogene). La concentracion y pureza del ARN fue confirmada por
espectrofotometria Axso/Azg0 de 2.0 (una preparacion pura de ARN debera de tener una

relacion minima de 2.0) en un Nanodrop-1000 (Thermo Scientific ®).

Para la eliminacion del ADN gendmico de las muestras de ARN total, un pg de ARN total
se incub6 con 1uyL de DNAsa | y con amortiguador de DNAsa 1X en volumen final de 10
ML segun las instrucciones del fabricante (paguete RQ1l RNase-Free DNase | de
Promega). Las muestras se incubaron a 37 °C durante 30 min. Posteriormente, la DNasa |
se inactivo a 65 °C durante 10 min. La ausencia de contaminacion de ADN se verifico
mediante electroforesis en un gel de agarosa (1%) y PCR negativo, utilizando 50 ng de

ARN tratado con DNasa | y cADN como molde de amplificaciéon en un volumen final de 25

ML.

Para la sintesis de ADN complementario (CADN) se realizé la siguiente reaccion: 1 ug de
ARN total, 2 uyL de DNAsa (10X buffer), 2 uL de buffer 10X y 6 yuL de agua DEPC, se
incubd a 37 °C por 30 min, se inactivé la reaccion a 65 °C durante 10 min. Posteriormente,
se agrego 1uL de Oligo-dT (500 pg/mL), 1 uL de DNT (10 Mm), 5 pL de H,0 DEPC a 65
°C por 20 min, se dejé reposar 10 min. Por ultimo, se agregé 1 yL de transcriptasa reversa
(M-MLV), 4 pL de 5X First Strand Buffer, DTT 2 pL, a 37 °C por 60 min, en un volumen

final de 30 pL. La reaccion se inactivé a 70 °C por 15 min, las concentraciones de cADN
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fueron verificadas mediante mediciones con el Nanodrop y se almacenaron a —20 °C
hasta su uso.

2.1.4 Andlisis de la expresion relativa por RT-PCR final de punto finaly RT-gPCR en
tiempo real.

El analisis de la expresion de los genes en estudio se llevo a cabo por RT-PCR de punto
final, mientras que la abundancia relativa se estimé por PCR en tiempo real (RT-qPCR).
La mezcla de reaccion del RT-PCR contenia 50 ng de cADN, 0.5 pmol de cada
oligonucledtido iniciador (cuadro 2.1), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1X buffer y 0.025
U de Tag polimerasa en un volumen final de 25 pL. Las condiciones de amplificacién
fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min y 35 ciclos en las siguientes
condiciones: 94 °C de 50 s (desnaturalizacion), la temperatura de alineamiento oscil6
entre 60 a 67 °C durante 40 s (ver Cuadro 2.1) y 72 °C durante 1 min (extension). Al

finalizar se efectud una uUltima extension a 72 °C durante 10 min.

Se analizd la expresion de los genes correspondientes a norcoclaurina sintasa 1 y 2
(NCSAm1 y NCSAm2); enzima de puente de berberina 1 y 2 (BBEAM1 y NCSAmM?2);
escoulerina O-metiltransferasa (SOMT) y quelantifolina sintasa (CheSyn). Estos ultimos
fueron seleccionados como marcadores de actividad biosintética para berberina y
sanguinarina, respectivamente (Rubio-Pifia et al., 2009). Se incluyé como gen constitutivo
18S (Tamayo-Ordofiez et al., 2015).
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Cuadro 2. 1 Caracteristicas de los iniciadores utilizados para la amplificacion de los
genes NCS1, NCS2, BBE1, BBE2, SOMT, CheSyn y 18S (Rubio-Pifia, 2009; Tamayo-
Ordofiez, 2015).

Gen SENTIDO 5'- 3’ ANTISENTIDO 5'- 3’ Tm  Tamaiio
(pb)
NCS1 TAGATGTGATTGAGGGCAATGGTG GGAAGCAGAACATCCCTGAGAAT 67°C 457
NCS2 CTCCAGGTGCGGTGCCCCGAAGA CAGTAAACCTCCGAGAATAACCAAAC 67°C 379
BBE1 CATCTTTGTTCATCATCATCTTCTTCTTCT ATCGGCTGCGAGACCGTATTT 66°C 562
BBE2 CTCATCTTTGTTCATCTTCTTTTCTGTGC ATCGGCTGCGAGCCGTATTT 66°C 549
CheSyn AGGTCTTCAAGGTGTTGCCC TCTTTTCCCGCCCGTAACAT 60°C 500
SOMT ATCCTATCCATGTCTACGAGGGCTATT CCAGTACCACCACCAACATCTAACA 63°C 400
188 CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 63°C 186

Para la cuantificacion por gRT-PCR de los transcritos correspondientes a los genes en
estudios se utiliz6 como molde 50 ng de cADN en un volumen final de 10 uL. La mezcla
de reaccién contenia: 1 pL de cada oligonucleétido iniciador (10mM), 5 pL master mix
(2x). Las condiciones para cada ciclo de reaccion programada fueron un evento inicial de
desnaturalizacion a 94 °C por 3 min y 35 ciclos en las siguientes condiciones: 94 °C
durante 1 min (desnaturalizacién), 61 °C y 64 °C, respectivamente para BBEAmM1 y
BBEAmM2 durante 1 min (alineamiento), 72 °C durante 1min (extensién). Al finalizar se

efectud una ultima extensiéon a 72 °C durante 10 min.

Para el disefio de los oligonucleétidos iniciadores utilizados en estos analisis se
compararon las secuencias nucleotidicas de A. mexicana reportadas BBEAmML,
(EU881889), BBEAmM2 (EU881890), asi como NCSAm1l (EU881891) y NCSAm1
(EU881893) (Rubio-Pifia et al., 2009). Los programas utilizados para el alineamiento y
analisis de secuencias fueron BioEdit, Mega 4.1 y Dnasp5. El disefio de oligonucledtidos
se realizé utilizando los programas DNAman y OligoAnalyzer. Las caracteristicas que se
consideraron para el disefio de oligonucle6tidos fueron la temperatura de alineamiento,
contenido de guaninas y citosinas, la complementariedad, la especificidad, el tamafio de
oligonucledtidos y el tamafio de fragmento amplificado. Las secuencias de nucledtidos se

compararon entre si utilizando la plataforma de BioEdit, con la finalidad de encontrar
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regiones especificas (Fig. 3.1y 3.2). Las posiciones correspondientes a cada iniciador se

indican en el cuadro 2.2.

NCSAm1
NCSAm2

NCSAm1
NCSAm2

NCSAm1l
NCSAm2

NCSAm1
NCSAm2

NCSAm1l
NCSAm2

NCSAm1l
NCSAm2

NCSAm1l
NCSAm2

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
F e T e e e S e P I P e e B
ACCCAACATT CCTACACTTC TAAGAGATGT TCTACTTCCT GGTGTTTTTG AAAAGCTAGA TGTGATTGAG GGCAATGGTG GTGTTG C TGTTCTTGAC
ACCCAACATT CCTACACTTC TAAGAGATGT TCTACTTCCT GGTGTTTTTG AAAAGTTAGA TGTGATCGAG GGCAATGGTG GTGTTGGAAC TGTTCTCGAC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T e o e S o L T T I T I IS I |
ATTGTTTTCC CTCCAGGTGC TGTGCCCCGT TGTTACAAAG AGAAATTCAT TAATATCGAC AACAAGAAGA GGTT. GA AGTGATTATG ATCGAAGGAG
ATTGTTTTCC CTCCAGGTGC GGTGCCCCGA AGATACAAGG AGAAATTTGT TAAGATCAAC AACGAGAAGC GCTTAAAAGA AGTAATTATG ATCGAAGGTG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
D I T IO IO o o L e O o PO O I o I IO PN I e I IS PPy |
GCCACTTAGA CATGGGATGT ACATATTACT TGGATAGGAT CCATGTTATA GCGAAAACTC CTAACTCTTG TGTTATCAAA TCATCTATCA TTTACGACGT
GATATTTAGA CATGGGATGC ACATCTTACA TGGACAGGAT CCATGTCTTG GAGAAAACCC CTAATTCATG TGTGATTGAA TCGTCGATTA TTTACGAAGT

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
E O O o S O R L T FRRS RT F O e T Y I I |
AAAAAAGAG TATGCCGAAG CTATGTCTAA ACTAATCACA ACCATACCTT TGAAATCCAT GTCTGAAGTC ATCGCTAATT ACGTTCTCAA GAATCAATCT

GAAACAAGAG TATGCTGACG AAATGTCTAA GTTAATCACA ACCGTACCAT TGAAATCCAT GTCAGAAGTT ATCGCTAATT ACGTTCTTAA GAAACAATTC
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
CHERTRRE B ABREACEs CHEEE i TS GoaeT R BHCACCHA ricomcs MEEIRAEE
Cc-- GCGTATTTGG GTATGAGATT AAA---CCAA AGTTAG--GA TTAAGTCT-- -TTTGTTAT- GTTTGATTAT CTGTTTGGTT ATTCTCGGAG
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
AR (R R Al R S R FRAE oAl ARl
GTTTACTGAT TGCAGGTGTT CC----AGTC TAA--GTTTT TAAGTGT--- --=——=—===== —==—- TTTTTT TTTCTTTTTT CTAAGAATAA GTACTTATTT
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
ECICT AR T AR BCARE Tl SR ARBARC AT AN

GGTTTAATAT GGTTTTG-AT CATATATAAC CATGGGTA-- ATTACCGT-C CGATGGGTGT TGAGAGTTTC G-ATGCATGT AATGTGAACC GTTATGATTG

Figura 2. 4 Alineamiento de los nucleétidos de NCSAm1l y NCSAm2, con un
porcentaje de identidad entre ellos del 76.48% Se sefiala de color rojo los
oligonucledtidos disefiados para gPCR-RT (PCR tiempo real) y en azul los empleados
para RT-PCR (PCR punto final), se ilustra de amarillo la similitud de las secuencias.
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| |
BBEAml -ACCTTTGAA TGCTTACTAC TGTAACCATG GAAACCAAAA TCACCAAAAA TCTCTACTCA TCTTTGTTCA TCATCATCTT CTTCTTCTTC TTCTCTGTGC 99
AACCTTTGAA TGCTTACTAC TGTAACCATG GAAACAAAAA TCACCAAAAA TTTCTACTCA TCTTTGTTCA TC-------- ——-—-—--- TTC TTTTCTGTGC 85

| |
BBEAm1l TAACATGCGC ACTAAGTGAT GATATCTTAT CATGTTTAAC TTCAAATGGA GTTCATAACT ATACTACACC ATCATCCGAT TCAAATTCTG ATTACCTTAG 199
BBEAm2 TAACATGCGC ACTAAGTGAT GATATCTTAT CATGTTTAAC TTCAAATGGA GTTCATAACT ATACTACACC ATCATCTGAT TCAAATTCTG ATTACCTTAG 185

|
BBEAm1l ATTATATCAC CTCTCCATTC AAAACCCATT ATTTGAAAAA TCTACAATAT CAAAACCGTC GCTAATCGTA TTACCCCGTA ACAAAGAAGA GTTATCAAAC 299
BBEAm2 ATTATTTCAC CTCTCCATAC AAAACCCATT ATTCAAAAAA TCCACAATAT CAAAACCGTC CCTAATCGTA TTACCCGGTA ACAAAGAAGA GTTATCGAAT 285

| | | | |
BBEAml ACCGTTAGAT GTTGCACAAG AGGATCATGG ACCATTAGAT TAAGAAGTGG TGGTCATAGT TATGAAGGAT TATCTTATAC CGCAGATACA CCATTTGTTC 399
BBEAm2 ACCGTTAGAT GTTGCACAAG AGGATCTTGG ACCATTAGAT TAAGAAGTGG TGGTCATAGT TATGAAGGAT TATCATATAC CGCAGATACA CCATTTGTTC 385

| | | | |
BBEAm1l TTATAGATTT GATGAATTTG AATCGGATTT CTATTGATAT CGATTCAGAA ACAGCTTGGG TTGAATCGGG TGCAACACTT GGAGAACTCT ATTATGCTAT 499
BBEAm2 TTATAGATTT AATGAATTTG AATCGGATTT CTATTGATAT GGACTCAGAA ACAGCTTGGG TTGAATCTGG TGCAACAGTT GGAGAACTCT ATTACGCAAT 485

|
BBEAml CACTGAGTTG ACTGATTCAT TAGGATTCAC AGCAGGTTGG TGCCCTACTG TTGGTAGTGG GGGTCATATA AGTGGTGGTG GTTTCGGTAT GATGTCGAGA 599
BBEAm2 CAGTGAGTCA ACTGATTCAT TCGGATTCAC AGCAGGTTGG TGTCCTACTG TTGGTACTGG GGGTCATATA AGTGGTGGTG GTTTCGGTAT GATGTCGAGA 585

| | | | |
BBEAml AAATACGGTC TCGCAGCCGA TAACGTCGAA GATGTGATTC TTATAGATAG TAAAGGTGCA ATTCTAGATC GTAAACTAAT GGGTGAAGAC GTTTTTTGGG 699
BBEAm2 AAATACGGTC TCGCAGCCGA TAACGTCGAA GATGTCATTC TTATAGATAG TAACGGTGCG ATTCTAGATC GTAAATTAAT GGGTGAAGAC GTTTTTTGGG 685

Figura 2. 5 Alineamiento de los nucleétidos de BBEAm1 y BBEAmM2, con un
porcentaje de identidad entre ellos de 93.17%. Se sefiala de color rojo los
oligonucledtidos disefiados para gPCR-RT (PCR tiempo real) y en azul los empleados
para RT-PCR (PCR punto final), cabe mencionar que los iniciadores forward son
comunes para tiempo real y punto final. Se ilustra de amarillo la similitud de las
secuencias.

Cuadro 2. 2 Caracteristicas de los iniciadores de gPCR disefiados para los genes
NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1, BBEAmM2, SOMT y CheSyn a partir de secuencias
reportadas en el GENEBANK de A. mexicana.

Gen SENTIDO &' - 3’ ANTISENTIDO 5’ -3’ Tm Tamafio (pb)
NCS1 CATCGCTAATTACGTTCTCAAGAATCA ATAGTAGTACATGGAATTACCTGGATGGGA 61°C 241
NCS2 CGTACCATTGAAATCCATGTCAGAA CATCGGACGGTAATTACCCATG 61°C 273
BBE1 CATCTTTGTTCATCATCATCTTCTTCTTCTTCTT GATCCTCTTGTGCAACATCTAACGGT 64°C 268
BBE2 CTCATCTTTGTTCATCTTCTTTTCTGTGC GATCCTCTTGTGCAACATCTAACGGT 64°C 255
CheSyn CGTCCACATATTGTTTCGAATCCTC ATGTTACGGGCGGGAAAAGA 61°C 180
SOMT CAGGATTTGGACCAGAAGCAC ACGATACTCCATCCTCCTCGC 61°C 219
188 CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 63°C 186

La cuantificacion relativa por RT-qPCR se realizé de acuerdo al valor Ct (ciclo en el cual
inicia la amplificacion del gen), el cual se encuentra relacionado con la concentracién

inicial de cADN que nos indica los niveles de expresion por cada muestra.
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Para esto, primero se calculé la ACt, parametro que consiste en calcular el cambio del
ciclo umbral de un gen de interés respecto al ciclo umbral de un gen de referencia, es
decir, que la ACt= Ct gen—Ct normalizador. La ACt de la muestra que presente el valor
mas alto se le denomina ACt de la linea base. Este valor se restara al valor de ACt de las
otras muestras y se la denominara AACt (AACt= ACtjinea base-ACtmuestra). El Ultimo paso en la

comparacion del nivel de expresion es calcular las unidades relativas con la formula: 2 -
AACt

2.1.5 Clonacién de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAmM1, BBEAmM2, CheSyny
SOMT

Para confirmar la identidad de las secuencias amplificadas, los amplicones
correspondientes a NCSAm1, NCSAm2, BBEAmM1, BBEAmM2, CheSyn y SOMT fueron
clonados en el vector pGEM-T (Promega, USA). Una vez ligados, se introdujeron en
células E. coli INVaDH10b. La transformacion se realizé por choque térmico y las clonas
fueron seleccionadas por resistencia a ampicilina (100 pg/mL). La verificacién de que los
productos se insertaron correctamente se realizé mediante su digestion con la enzima
EcoRIl y amplificacion del inserto usando oligonucleétidos M13 (-20/-40), que se
posicionan en los extremos del sitio multiple del vector de clonacion pGEM-T. Como
maximo 10 de las clonas recuperadas fueron secuenciadas utilizando los cebadores
universales M13 y el método NGS del secuenciador ABI 3730 XL en Macrogen Corea. El
ADN plasmidico se aisl6 por el método de lisis alcalina de Birnboim y Doly (1979) que se
basa en el intervalo de pH estrecho que existe de 12.0 a 12.5, dentro del cual hay
fragmentacion y desnaturalizacion del ADN cromosomal que no se encuentra
superenrollado, generandose una masa de ADN lineal y proteinas, la cual puede ser

separada por centrifugacion.

2.1.6 Extraccion y cuantificacién de alcaloides (sanguinarinay berberina)

Los alcaloides se extrajeron de acuerdo al protocolo de Monforte-Gonzélez y

colaboradores (2012). En matraces de 125 mL se colocaron, entre 0.1 y 0.2 g del tejido
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vegetal seco y se les adiciond 10 mL HCI al 0.5% en metanol. La mezcla se incub6 a 42
°C durante 2 horas en agitacion constante. Después de este periodo, 1.8 mL del extracto
se transfirieron a tubos Eppendorf de 2 mL, para ser centrifugados a 11,500 g durante 10
min, con el fin de eliminar los residuos y 0.5 mL del extracto y se transfirieron a un tubo de
1.5 mL para secarse a presion reducida en un rotaevaporador (Heto). Al término del
secado, el residuo se disolvié con 50 pL de metanol grado HPLC, se agité en un vortex y
se centrifugaron a 11,500 g durante 5 min. Este extracto se aplic6 en una placa

cromatogréfica para su separacion.

La separacion de los alcaloides se realiz6 mediante cromatografia de capa fina utilizando
placas de silica (cromatofolios de gel de silice 60 F254, Merck). Las placas se cortaron en
rectangulos de 10 x 6 cm y se marcaron con lapiz los puntos de partida y del frente de
término, respetando un espacio de 1 cm en ambos casos. Las muestras se cargaron en
volumenes de 1 pL, dejando un espacio de 0.7 cm de separacion entre ellas, utilizando
micropipetas (Rainin), especialmente calibradas para la aplicacion de volimenes
pequefios. Para la identificacion de los alcaloides en los extractos también se aplicaron
estdndares de berberina y sanguinarina (Sigma-Aldrich Chemical Co). Los alcaloides
presentes en los extractos se separaron utilizando los diferentes sistemas reportados
(Monforte-Gonzalez et al.,, 2012). Se seleccionaron dos diferentes sistemas de
disolventes, ambos con excelente resolucién para los compuestos de interés, el primero
de ellos (sistema 1), resuelve a berberina y contenia n-butanol: agua: hidroxido de amonio
(8: 1: 1), mientras que el sistema 2, que resuelve a sanguinarina contenia benceno: etanol
(9: 1) (Monforte-Gonzalez et al., 2012). Para la separacion cromatogréafica, una vez que
las aplicaciones se secaron, las placas se depositaron en camaras para cromatografia,
previamente saturadas con la mezcla de disolventes seleccionada, durante el tiempo
necesario para que el frente del sistema de disolventes alcance el frente de corrida
indicado. Una vez terminado el desarrollo de la cromatografia, las placas se secaron al
aire y posteriormente los alcaloides se visualizaron por sus caracteristicas de
fluorescencia bajo luz ultravioleta a 365 nm. La cuantificacion se realizé utilizando el

estadigrafo SigmaPlot.
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CAPITULO Il
3.1. RESULTADOS

Con el fin de establecer si las diferentes isoformas estudiadas participan de manera
preferencial en diferentes tejidos o en la sintesis de los diferentes tipos de alcaloides de A.
mexicana, se analizaron los tejidos de plantas adultas, de plantulas en desarrollo y
cultivos in vitro expuestos a condiciones en las que se activan la sintesis de alcaloides.
Estos andlisis incluyeron la acumulacion de alcaloides y de los transcritos
correspondientes a las isoformas de interés.

3.1.1 Distribucién de alcaloides

Los contenidos de berberina (protoberberina) y sanguinarina (benzofenantridina), en los
tejidos hoja, tallo, raiz, pétalo y semillas inmaduras de plantas adultas de A. mexicana
colectadas en campo mostraron una distribucién diferencial, ya que se observé que
mientras que la berberina se encuentra en todos los tejidos de la parte aérea, la
sanguinarina se acumuld principalmente en la parte radical (Fig. 3.1). Estos datos son
similares a los reportados por Rubio-Pifia, 2009 (Fig. 1.7).

B Sanguinarina
@ Berberina
4
2
=2 7]
[=2]
£
2 -
1 4
ND ND
0
Hoja Tallo Raiz Pétalo Semilla inmadura

Planta adulta

Figura 3.1 Cuantificacion de berberina (barra verde) y sanguinarina (barra roja), en los
diferentes tejidos de planta adulta de A. mexicana, en donde ND= no detectado
utilizando como rango minimo 0.005 mg/g PS. Promedio de 3 repeticiones con su
respectiva desviacion estandar.
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La acumulacion de berberina y sanguinarina se analizé de igual manera en plantulas de
A. mexicana en tres estadios de desarrollo iniciales; en etapa de plantulas hipocotilares
(antes del despliegue de los cotiledones, estadio 1); de plantulas cotiledonares (con los
cotiledones desplegados, estadio Il) y de plantula con el primer par de hojas verdaderas
(estadio Ill) (Fig. 3.2). Las plantulas se seccionaron en las partes cotiledonares o aéreas e
hipocotilodenares o radiculas. En estas etapas, la berberina se detecté principalmente en
cotiledones de plantulas de estadios Il y Ill, mientras que en las radiculas se detecté
menores cantidades, la sanguinarina, por su parte se detectd en menores cantidades,
desde el inicio de la germinacion, antes de la emergencia de los cotiledones (estadio 1)
(Figs. 3.2-A y B respectivamente). Es interesante notar que una vez que se desplegaron
los cotiledones, solamente se observaron trazas de este alcaloide, tanto en la parte aérea
como en las radiculas (Fig. 3.2-B). No obstante, cuando se formaron las hojas verdaderas
(estadio 1ll), la sanguinarina se pudo detectar de nuevo predominando en los tejidos
aéreos (Fig. 3.2-A). Estos datos coinciden con los de Rubio-Pifia, (2009) (Fig. 1.8); asi
mismo, muestran una distribucion diferenciada de berberina y sanguinarina reportando
acumulacion de sanguinarina en el estadio | y a partir de los estadios Il y Ill, acumulacién
de sanguinarina y berberina.

A B
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B zéreg B acrea
B 3z l raiz
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Sanguinarina mgig PS
N

| ﬂ,l I . =
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T

Etapa de desarnollo Etapa de desarollo

Figura 3.2 Cuantificaciobn de berberina (A) y sanguinarina (B) en plantulas en
desarrollo de A. mexicana. Las barras de color verde claro y rojo corresponden a parte
aérea y las barras verde obscuro y naranja a la parte radical (promedio de tres
repeticiones con desviacién estéandar).
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3.1.2 Andlisis de la redundancia genética en la ruta de sintesis de ABl en A.
mexicana

Con el fin de establecer si la distribucion diferencial de alcaloides en los distintos tejidos
se relaciona con la participacion preferencial de alguno de los miembros de las familias
génicas identificadas para la NCS y BBE, se analizd la presencia de los transcritos
correspondientes a NCSAm1, NCSAm2, BBEAmM1 y BBEAmM2 en tejidos de plantas
adultas colectadas en el campo y de plantulas en desarrollo. Como indicadores de que las
rutas de biosintesis para la berberina y la sanguinarina se encontraban activas en los
tejidos analizados, se incluyeron los genes SOMT y CheSyn, respectivamente (Fig.3.3).
Estos genes se seleccionaron debido a que ambos participan en las reacciones
biosintéticas tardias de cada alcaloide. Los analisis de los transcritos se llevaron a cabo
tanto por RT-PCR de punto final utilizando como control de carga y gen de referencia el
ADN ribomosomal, asi como por tiempo real, con fines cuantitativos (ACt-gPCR). Para
ello, se empleé como gen normalizador al ADNr 18S y como calibradores los distintos

tejidos con la menor expresion.

3.1.2.1 Analisis de la redundancia genética mediante RT-PCR en la ruta de sintesis
de ABI en tejidos de plantas adultas en A. mexicana.

La presencia de los transcritos correspondientes a NCSAm1 detectada como producto de
amplificacién de 457 pb en el PCR de punto final, fue observada en hoja, raiz, pétalo y
semilla inmadura, pero no en tallos, mientras que los correspondientes a NCSAmM2
observado como producto de amplificacién de 379 pb, se detectaron en todos los tejidos
analizados (Fig. 3.3). La tendencia observada para las copias BBEAm1 y BBEAmMZ;
productos de amplificacion de 562 y 549 pb, respectivamente en el PCR de punto final,
fue similar para ambos casos, al observarse los transcritos en hojas, tallos, raices, pétalos
y semillas inmaduras (Fig. 3.3).

Como ya se sefial6, NCS y BBE participan en las reacciones comunes para la
biosintesis de todos los ABIs en A. mexicana. Con el fin de analizar si los alcaloides
detectados en los diferentes tejidos son formados en éstos mismos o transportados de
sitios distantes, se analiz6 la acumulacion de los transcritos correspondientes a SOMT y

CheSyn, indicadores de la sintesis de berberina y sanguinarina, respectivamente. De
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manera interesante, los transcritos correspondientes a SOMT y CheSyn se detectaron en
todos los tejidos analizados (Fig. 3.3). Los productos de PCR en ambos casos, fueron de
los tamafnos esperados de 400 y 500 pb para SOMT y CheSyn, respectivamente (Fig.
3.3); no obstante, aunque los productos de PCR para SOMT fueron bandas bien definidas
(Fig. 3.3), para el gen CheSyn se observaron bandas difusas (Fig. 3.3).

La presencia de los transcritos, tanto de las diferentes NCS’s y BBE's, asi como de
SOMT y CheSyn, en todos los tejidos analizados, sugiere que la ruta de sintesis completa

para ambos alcaloides se encuentra activa en los tejidos de las plantas maduras.
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Figura 3.3 Analisis de los transcritos de NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1 y BBEAM2,
SOMT, CheSyn y 18S en tejidos de planta adulta mediante RT-PCR punto final. Los
tejidos analizados fueron hoja (H), tallo (T), raiz (Rm), pétalo (P) y semilla inmadura

(Si) de planta adulta de A. mexicana, las electroforesis se corrieron en gel de agarosa
1%.

3.1.2.2 Analisis de la expresién relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1
y BBEAmM?2 en tejidos de planta adulta de A. mexicana por ACt-qPCR tiempo real

Si bien los resultados previos mostraron que la expresion de los genes de interés ocurrié
en todos los tejidos, se observaron diferencias en las intensidades de las bandas

correspondientes a los productos de PCR de los diferentes tejidos analizados (Fig. 3.3).
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Para estimar la magnitud de estas variaciones se llevo a cabo un analisis cuantitativo y
con mayor precisiéon, mediante qPCR (ACt-gPCR), en los mismos tejidos de planta
adulta. Para realizar estos andlisis se necesita un gen normalizador (un gen normalizador
es aquel que se expresa constitutivamente en todos los tipos de muestra del
experimento), en este caso se emple6é al ADNr 18S, también se necesita un calibrador
gue es una muestra de estudio en las condiciones experimentales contra las cuales
deseamos comparar las diferencias de expresion, en este caso se empled el ARN de
semilla inmadura ya que mostré la menor acumulacion de alcaloides con respecto a los

demas tejidos de planta adulta.

En las hojas, se acumula berberina (Fig. 3.1), y se observo la expresion de una de las
isoformas de la NCS, la NCSAm1, es de casi el doble de la isoforma, NCSAm2 (Fig. 3.4).
En contraste con esto, no se detectaron diferencias en los niveles de expresion de las
isoformas de la BBE (Fig. 3.4). Este tejido también mostré una alta expresion de SOMT,
pero no de CheSyn, coincidiendo con el patron de alcaloides que acumula (Figs. 3.4 y
3.1).

En tallo, se acumula berberina (Fig. 3.1), se observa que la expresién de una de las
isoformas de la NCS, la NCSAmM2, es mayor a la de la isoforma, NCSAm1 (Fig. 3.4). De
manera similar, se observa que la expresion de una de las isoformas de la BBE, la
BBEAM2, es mayor a la de la isoforma BBEAmM1 (Fig. 3.4). Este tejido también mostr6é una
mayor expresién de CheSyn comparada con SOMT, lo que indica que probablemente la

sanguinarina se sintetiza en tallo pero es transportada a otro tejido, por ejemplo, la raiz.

En raiz, se acumula sanguinarina (Fig. 3.1), se observa que la expresion de una de las
isoformas de la NCS, la NCSAm2, es mayor a la de la isoforma NCSAm1 (Fig. 3.4). De
manera similar, se observa que la expresion de una de las isoformas de la BBE, la
BBEAM2, es mayor a la de la isoforma BBEAmM1 (Fig. 3.4). Este tejido también mostr6 una
alta expresion de CheSyn, pero no de SOMT, coincidiendo con el patrén de alcaloides

gue acumula (Fig. 3.4y 3.1).

En pétalo, donde se acumula berberina (Fig. 3.1), se observa que en la expresion de una
de las isoformas de la NCS, la NCSAm2, es mayor a la de la isoforma NCSAm1 (Fig. 3.4).

En contraste con esto no se detectaron diferencias en los niveles de expresion de las
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isoformas de la BBE (Fig. 3.4). Este tejido también mostré una mayor expresion de
SOMT, pero no de CheSyn, coincidiendo con el patron de alcaloides que acumula (Figs.
3.4y 3.1).

De manera general, el gen indicador de biosintesis de berberina (SOMT) se expresa
todos los tejidos analizados tanto en RT-PCR (Fig. 3.3) como en gPCR (Fig. 3.4),
sugiriendo que hay biosintesis y acumulacién de este metabolito, lo cual se corrobora en
la cuantificacion, al detectarse cantidades de berberina en todos los tejidos (Fig. 3.1). Por
otra parte, el gen indicador de biosintesis de sanguinarina (CheSyn) duplicé su expresion
relativa en tallo en comparaciéon con el gen SOMT, sin embargo, la cuantificacién de este
metabolito mostr6 que no hay acumulacion coincidiendo con los andlisis de expresion por
RT-PCR (Fig. 3.3).
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Figura 3.4 Expresion relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1, BBEAM2,
CheSyn y SOMT, en diferentes tejidos de planta adulta de A. mexicana. En la
determinacion de expresion relativa se empleé como gen de referencia 18S y como
calibrador semilla inmadura. Las barras de error representan el error estandar (n = 3).
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3.1.2.3 Analisis de la distribucion de los transcritos correspondientes a NCSAm1,
BBEAmM2, BBEAmM1y BBEAM2 de A. mexicana en los tejidos de plantulas en
desarrollo

Los transcritos del gen NCSAm1, detectados como un producto de 457 pb, se observaron
en la parte aérea y radical de los tres estadios de desarrollo seleccionados (Fig. 3.5); en el
caso de los transcritos de NCSAm2, detectados como un producto de 379 pb, se
observaron en los tres estadios de desarrollo de la parte aérea y radical; sin embargo,
bandas con mayor intensidad se observaron en la parte radical de la etapa | y en la aérea
del estado Il (Fig. 3.5), coincidiendo con los tejidos en los cuales hubo deteccion de
sanguinarina (Fig. 3.2-B). La menor expresiéon de NCSAm2 fue en la parte aérea de la
etapa | (Fig. 3.5); sin embargo, en este tejido es donde hay mayor acumulacién de
sanguinarina (Fig. 3.2-B), probablemente, debido a que contiene parte de la testa que era
parte de la semilla. Los genes, BBEAm1 y BBEAmM2, detectados como productos de 562 y
549 pb, respectivamente, y los genes SOMT y CheSyn, detectados como productos de
400 pb y 500 pb, respectivamente, demostraron una expresion constante en los diferentes
estadios de desarrollo (Fig. 3.5), o que sugiere que esta activa toda la ruta de biosintesis
de berberina y de sanguinarina en plantulas en etapas de desarrollo, lo cual coincide con

la deteccién de ambos alcaloides en los tres estados de desarrollo (Fig. 3.2).

ADNr 18
NCS1

NCs2
BBE1

BBE2

SOMT

CheSyn

Figura 3.5 Andlisis de los transcritos NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1, BBEAM2, SOMT,
CheSyn y 18S en tejidos de plantas en desarrollo de A mexicana. El analisis de los
transcritos fue mediante RT-PCR punto final y se evaluaron en plantas en estado de
desarrollo I: hipocdtllo, II: cotiledon vy Ill: primer par de hojas verdaderas de partes
aérea (A) radical (R). Las electroforesis en gel de agarosa 1%.
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3.1.2.4 Analisis de la expresion relativa de NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1y BBEAmM2
en tejidos de plantulas en desarrollo de A. mexicana por ACt-qPCR tiempo real

En plantulas en desarrollo disectadas en parte aérea y radical, los resultados previos
mostraron que la expresion de los genes de interés ocurri6 en todos los tejidos, se
observaron diferencias en las intensidades de las bandas correspondientes a los
productos de PCR de los diferentes tejidos analizados (Fig. 3.5). Asi mismo, se
observaron patrones de acumulaciéon de berberina y sanguinarina diferenciados y que en
el caso de sanguinarina en el estadio |, al parecer, son moderados por la expresion del
gen NCSAmM2.

Debido a que estos andlisis de expresion son meramente cualitativos, para estimar la
magnitud de estas variaciones se llevd a cabo un andlisis cuantitativo y con mayor
precision, mediante gPCR (ACt-gPCR) en las partes aéreas y radicales de los estadios
de desarrollo, utilizando como normalizador al ADNr 18S y como calibrador el ARN del
estadio I, en el caso del gen indicador de berberina (SOMT), en aérea estadio |, y el gen

indicador de sanguinarina (CheSyn), en radical del estadio II.

En el estadio I, en donde se acumulé sanguinarina, en parte aérea, se observa que la
expresion de una de las isoformas de la NCS, la NCSAm2, es mayor a la de la isoforma
NCSAmL1 (Fig. 3.6). En contraste con esto, no se detectaron diferencias en los niveles de
expresion de las isoformas de la BBE (Fig. 3.6). Este tejido también mostr6 una alta
expresion de CheSyn, pero no de SOMT, coincidiendo con el patron de alcaloides que

acumula (Figs. 3.6 y 3.1).

En parte radical, se observa que la expresién de una de las isoformas de la NCS, la
NCSAmM2, es casi del doble de la isoforma NCSAm1 (Fig. 3.6). En el caso de la expresion
de las isoformas de la BBE, la BBEAmM1, es mayor (con poca diferencia) que la de la
isoforma BBEAmM2 (Fig. 3.6). Este tejido también mostré una alta expresién de CheSyn,

pero no de SOMT, coincidiendo con el patrén de alcaloides que acumula (Figs. 3.6 y 3.1).

En el estadio Il, en donde se acumulé berberina, en la parte aérea, se observa que la

expresion de una de las isoformas de la NCS; la NCSAm2 es mayor a la de la isoforma
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NCSAm1 (Fig. 3.6). En contraste con esto, no se detectaron diferencias en los niveles de
expresion de las isoformas de la BBE (Fig. 3.6). Este tejido también mostré una baja
expresion de SOMT y CheSyn (Fig. 3.6).

En parte radical, se observa que en la expresion de una de las isoformas de la NCS, la
NCSAmM2 es casi del doble de la isoforma NCSAm1 (Fig. 3.6). En el caso de la expresion
de las isoformas de la BBE, la BBEAmM1 es mayor (con poca diferencia) que la de la
isoforma BBEAmM2 (Fig. 3.6). Este tejido también mostré una alta expresion de SOMT,
pero no de CheSyn, coincidiendo con el patrén de alcaloides que acumula (Figs. 3.6 y
3.1).

En el estadio Ill, donde se acumul6 tanto sanguinarina como berberina en cantidades
similares, en parte aérea, se observa que la expresion de una de las isoformas de la NCS,
la NCSAm2, es casi del doble de la isoforma NCSAm1 (Fig. 3.6). En el caso de la
expresion de las isoformas de la BBE, la BBEAmM1, es mayor (con poca diferencia) que la
de la isoforma BBEAmM2 (Fig. 3.6). Este tejido también mostré una alta expresion de

SOMT y CheSyn, coincidiendo con el patron de alcaloides que acumula (Figs. 3.6 y 3.1).

En parte radical, se observa que en la expresién de una de las isoformas de la NCS, la
NCSAmM2, es casi del doble de la isoforma NCSAm1 (Fig. 3.6). Algo similar ocurre en el
caso de las isoformas de la BBE, la BBEAM2, se expresa en niveles casi del doble de la
isoforma BBEAmM1 (Fig. 3.6). Este tejido también mostré una expresibn de SOMT vy

CheSyn, que coincide con el patrén de alcaloides que acumula (Figs. 3.6 y 3.1).

De manera general, tanto en RT-PCR como en gqPCR el gen que se expresé mayormente
fue NCSAmM2 en todos los tejidos analizados (Figs. 3.5 y 3.6). La expresién de los genes
indicadores de la acumulacion de sanguinarina y berberina coinciden con la acumulacion
de ambos metabolitos, por ejemplo, en la parte aérea del estadio | donde se acumula
sanguinarina, la expresion del gen CheSyn fue de 82%; otro ejemplo es el incremento
excesivo del gen SOMT (91%) en la parte radical estadio Il donde se acumula berberina
(Fig. 3.6).
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Figura 3.6 Expresién relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1, BBEAM2,
CheSyn y SOMT, en plantulas en diferentes estados de desarrollo (hipocétilo |,
cotiledoén 1l y primer par de hojas verdaderas IllI) de A. mexicana de la parte aérea (A,
Al, All, Alll) y radical (R, RI, RII, RIIl). En la determinacion de expresion relativa se
empleé como gen de referencia 18S y como calibrador como calibrador el ARN del
estadio |, en el caso del gen (SOMT) aérea estadio | y el gen (CheSyn), radical estadio
Il. Las barras de error representan el error estandar (n=3).

3.1.2.5Andlisis de la expresion mediante RT-PCR de NCSAm1, NCSAm2, BBEAmM1,
BBEAmM2, SOMT y CheSyn en cultivos in vitro de A. mexicana en condiciones
basales y de induccién

Para la determinacion de la expresion de los genes NCSAm1l, NCSAm2, BBEAmI,
BBEAmM2, SOMT y CheSyn en callos cultivados in vitro, se indujo la sintesis de los
alcaloides sanguinarina y berberina utilizando como inductores: el extracto de levadura
(0.2 g/L), acido salicilico (100 uM) y jasmonato de metilo (100 pM), en tres tipos de
ensayos diferentes que fueron: induccion individual, simultdnea y secuencial, tal como se

menciona en el ANEXO 1.
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En estos resultados se seleccionaron dos inducciones, la primera fue extracto de
levadura, debido a la respuesta positiva, a la acumulacion de sanguinarina y la segunda
induccion fue con jasmonato de metilo, la cual no respondi6. EI comportamiento de la
expresion de los genes con respecto a las inducciones con acido salicilico, induccion
simultdnea y secuencial se puede observar en las imagenes suplementarias (Figs. S4-
S9).

Tanto en este experimento como en antecedentes se ha descrito que la induccién con
extracto de levadura propicia una mayor acumulacion del alcaloide sanguinarina (Anexo 1,
Fig. 1, Trujillo-Villanueva et al., 2010). En esta induccion el comportamiento de los genes
fue el siguiente: la presencia de los transcritos correspondientes para NCSAm1 detectada
como un producto de 457 pb en el PCR de punto final se observo en el control y el tiempo
inicial, ya que a partir de las 12 h no hubo expresion del gen (Fig. 3.7), por lo cual, se
infiere que NCSAmM1 no es indispensable para la sintesis de este alcaloide debido a que
cuando aumentd la sintesis de este metabolito no hay expresion de este gen. La
presencia de los transcritos correspondientes para NCSAmM2 detectada como producto de
379 pb en el PCR de punto final se observé durante todo el curso temporal en donde la
banda se intensifica en TI, 12 y 36 h (Fig. 3.7). La presencia de los transcritos
correspondientes para BBEAmM1 y BBEAmM2 detectados como productos de 562 y 549 pb,
respectivamente, en el PCR de punto final, mostraron una expresion constante durante
todo el curso temporal. La presencia de los transcritos correspondientes para SOMT y
CheSyn detectados como productos de 400 y 500 pb, respectivamente, en el PCR de
punto final, mostraron una expresion constante durante el curso temporal de induccién

con extracto de levadura (Fig. 3.7).

En cuanto al comportamiento del inductor con jasmonato de metilo tanto en este trabajo
(Anexol Fig. 1), como en el de Trujillo-Villanueva (2010), no se observa aumento de
sanguinarina, mas bien se comporta parecido al control que son callos en condiciones
basales. En este tratamiento el comportamiento de los genes fue el siguiente: la presencia
de los transcritos correspondientes para NCSAm1l se aprecia de manera constante,
excepto a las 12 h, en donde disminuye la intensidad de la banda (Fig. 3.7). Con respecto

a los transcritos correspondientes a NCSAm2, se observaron bandas mas tenues que las
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del gen alterno NCSAm1, sin embargo, fueron constantes durante todo el curso temporal
(Fig. 3.7). La presencia de los transcritos correspondientes para BBEAmM1 y BBEAM2 fue
constante durante todo el curso temporal, sin embargo, se observaron bandas con mayor
intensidad para BBEAmM1 (Fig. 3.7). Los transcritos correspondientes a SOMT y CheSyn

se observan de manera constante durante todo el curso temporal (Fig. 3.7).

Extracto de levadura Jasmonato de metilo

=

c1 Tl 12h  24h 36h 48h 72 C1 Tl 12h 24h 36h 48h T72h

ADNr 188 ADNr 188

NCS1 NCS1

NCS2 NCS2

BBE1 BBE1

BBE2 BBE2

SOMT

SOMT

CheSyn

CheSyn

Figura 3.7 Andlisis de los transcritos en inducciones individuales de los genes
NCSAm1, NCSAm2, BEEAmM1, BBEAM2, SOMT y CheSyn de A. mexicana en
condiciones de induccion con extracto de levadura (0.2g/L) y jasmonato de metilo
(10uM). El comportamiento de estos fue evaluado en un curso temporal de TI, 12, 24,
36, 48 y 72 horas de induccién. Se utilizé ADNr 18S como gen control.

3.1.2.6 Analisis de la expresién relativa de NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1y BBEAmM2
en cultivos in vitro de A. mexicana en condiciones de induccién

Los resultados previos mostraron que la expresion de los genes ocurri6 de manera
diferenciada en el caso de extracto de levadura con el gen NCSAm2, indicando que al
parecer este gen es el responsable en esta induccion de la biosintesis de sanguinarina;
en el caso de la induccién con jasmonato de metilo se observaron diferencias en las
intensidades de las bandas correspondientes a los productos de PCR de las isoformas asi
como de los indicadores. Para estimar la magnitud de estas variaciones se llevo a cabo
un analisis cuantitativo y con mayor precision, mediante gPCR (ACt-gPCR) en

condiciones de induccion con extracto de levadura (0.2 g/L) y jasmonato de metilo (10

48



CAPITULO Il

MM). En la determinacion de la expresion relativa se empled como gen de referencia ADNr
18S y como calibrador el tiempo inicial (Ti) (Fig. 3.8).

En callos inducidos con extracto de levadura, en los que se acumula sanguinarina (Anexo
1, Fig. 1), se observa durante todo el curso temporal, que de una de las isoformas de la
NCS, la NCSAm1 se expresa en niveles inferiores de la isoforma NCSAm2 (Fig. 3.8). Lo
mismo ocurre con una de las isoformas de la BBE, la BBEAmM2, la cual se expresa en
niveles inferiores de la isoforma BBEAmM1 durante todo el curso temporal (Fig. 3.8). Este
tejido también mostr6 una alta expresion de CheSyn a las 12 y 36 h, coincidiendo con el
patron de alcaloides que acumula, asi mismo se observa una alta expresion de SOMT a
las 24, 48 y 72 h, sin embargo, no se detectd6 acumulacién de berberina, por lo que se
infiere que algo esta ocurriendo con las reacciones de biosintesis posteriores a la

participacion de este gen (Fig. 3.8).

De manera general tanto en RT-PCR como en qPCR se observ6 una mayor expresion de
los genes NCSAm2 y BBEAmM2 en callos en condiciones de induccion con extracto de

levadura que mostraron un incremento en la sintesis de sanguinarina (Figs. 3.7 y 3.8).

Expresion relativa (%)

Ti 12h 24h 36h 48h 72h

Induccion extracto de levadura

Figura 3.8 Expresion relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1, BBEAM2,
CheSyn y SOMT, en callos de A. mexicana en condiciones basales y de induccién con
extracto de levadura, en un periodo de 72 h (Ti, 12, 24, 36, 48 y 72). En la
determinacion de expresion relativa se empleé como gen de referencia 18S y como
calibrador el tiempo inicial (Ti). Las barras de error representan el error estandar (n=3).
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CAPITULO IIl

En callos inducidos con jasmonato de metilo, que no respondieron a la acumulacion de
sanguinarina (Anexo 1, Fig. 1), se observa a las 12, 24 y 72 h en el curso temporal, que
los transcritos de una de las isoformas de la NCS, la NCSAm1, se expresO en niveles
superiores de la isoforma, NCSAm2 (Fig. 3.9), sin embargo, a las 48 h la NCSAmM2 se
expreso en niveles superiores a la NCSAm1, asi mismo a las 36 h la expresion de ambas
es similar. Se observa a las 36, 48 y 72 h del curso temporal que la expresion de una de
las isoformas de la BBE, la BBEAmM1, es mayor de la isoforma, BBEAmM2 (Fig. 3.9), sin
embargo, a las 12 y 24 h la BBEAmM2 se expresa en niveles superiores a la NCSAm1 (Fig.
3.9). Este tejido también mostré una alta expresion de SOMT durante todo el curso
temporal, sin embargo, no se detectdé acumulacion de berberina, por lo que se infiere que
algo esta ocurriendo con las reacciones de biosintesis posteriores a la participacion de

este gen (Fig. 3.9).

De manera general, en callos en condicion de induccién con jasmonato de metilo en
donde no hubo respuesta de sintesis de sanguinarina, lIos genes que mayormente se
expresaron tanto en RT-PCR como en gPCR fueron NCSAm1, BBEAmM1 y SOMT (Figs.
3.7y 3.9).
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Induccién con Jasmonato de metilo

Figura 3.9 Expresion relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1 BBEAM2,
CheSyn y SOMT en cultivos de callos de A. mexicana durante la induccion con
jasmonato de metilo. Para la determinacién de expresion relativa se empledé como
gen de referencia ADNr 18S y como calibrador el tiempo inicial de induccién. Las
barras de error representan el error estandar (n=3).

50



CAPITULO Il

3.1.3 DISCUSION GENERAL

3.1.3.1Expresion preferencial de las copias de los genes NCSy BBE asociadaala
sintesis de sanguinarinay berberina

Argemone mexicana L. es una planta de gran importancia en la medicina tradicional de
México. En esta especie se ha descrito la capacidad de sintetizar y acumular berberina y
sanguinarina simultdneamente. Esta acumulacién ocurre de manera diferencial en tejidos,
tanto en plantas adultas como en plantulas en estadios de desarrollo iniciales (Rubio-Pifa,
2009; Xool-Tamayo, 2014). Ambos alcaloides pertenecen al grupo de los alcaloides
bencilisoquinolinicos (ABIs) y comparten las reacciones iniciales de su sintesis. Algunos
de los genes que codifican para enzimas que participan en esta via comin son NCS
(norcoclaurina sintasa) y BBE (enzima del puente de berberina). En esta especie, se han
reportado isoformas de los genes NCS y BBE (Rubio-Pifia, 2009). Asi mismo, se ha
descrito una expresion diferencial de estas isoformas.

En células en suspensién de A. mexicana en condiciones de induccién a la sintesis de
sanguinarina con extracto de levadura, jasmonato de metilo y 4cido salicilico se reportd
gue las isoformas de NCS y BBE se expresan diferencialmente (Trujillo-Villanueva, 2010).
Aunado a esto, en P. somniferum (especie perteneciente a la misma familia) se ha
caracterizado una familia de genes de TYDC (tirosina dopa descarboxilasa) con expresiéon
tejido especifico (Facchini y De luca, 1994). Por lo cual, en este trabajo se estudié la
expresion de las isoformas de NCS y BBE en diferentes tejidos de planta adulta,
plantulas en estadios de desarrollo iniciales y callos en condiciones basales y de
induccién (acumulacion de sanguinarina), con la finalidad de discernir las isoformas

especificas involucradas en la sintesis de berberina y sanguinarina.

En este estudio se demostré que tanto berberina como sanguinarina se acumulan de
manera diferencial en tejidos de planta adulta y en plantulas en estadios de desarrollo
iniciales, estos resultados coinciden con los reportados por Rubio Pifia (2009). De tal
modo, los tejidos en los que se acumuld berberina fueron en parte aérea de planta adulta
y después de la apertura de los cotiledones en plantulas en estadios de desarrollo
iniciales; mientras que se detectd la presencia de sanguinarina en raiz de planta adulta y

parte aérea del estadio | en plantulas en estadios de desarrollo iniciales.
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En cuanto a los andlisis de expresion de RT-PCR y gPCR, se observd que ambas
isoformas tanto para NCS como para BBE se expresan simultaneamente en la mayoria de
las condiciones, probablemente asociado a la alta redundancia de estos genes. Kousuke
y colaboradores (2010) han descrito que, en el metabolismo secundario, las isoformas
desempefian un papel compensatorio importante debido al pequefio nimero de vias

metabdlicas alternas relacionadas a la sintesis de un metabolito.

De este modo, se cumplieron los objetivos que proponian analizar la redundancia génica
de las isoformas reportadas tanto para NCS como para BBE en la ruta de sintesis de
alcaloides bencilisoquinolinicos en A. mexicana, en funcibn de la acumulacién
diferenciada de berberina y sanguinarina en diferentes tejidos de planta adulta, plantula

en desarrollo y cultivos in vitro en condiciones basales y de induccion.

Asi mismo, se encontré que las copias de los genes de NCS y BBE se expresan en
tejidos que acumulan tanto berberina como sanguinarina de manera diferenciada, ya sea
de planta adulta, plantulas en desarrollo o de cultivos in vitro, lo que se sugiere que en A.
mexicana la redundancia genética asociada con el proceso de sintesis de alcaloides no se

relaciona con los patrones de acumulacion diferencial de berberina y sanguinarina.
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CAPITULO IV

4.1 CONCLUSIONES

1.

En hoja de planta adulta en donde se acumul6 principalmente berberina se
expreso dos veces mas la isoforma NCSAm1 con respecto a la isoforma NCSAm2.
En los demas tejidos no se observaron grandes diferencias en los niveles de

expresion de las isoformas NCS y BBE.

En plantula en estadios de desarrollo iniciales la isoforma NCSAmM2 se expresé en
magnitudes de cinco y dos veces mas en estadios | y Il de la parte aérea y estadio
I, 'y 1l en la parte aérea y radical, respectivamente, en comparacion con
NCSAm1. Por otra parte, las isoformas de BBE no mostraron diferencias
significativas a excepcion de BBEAmM2, que se expres6 dos veces mas en parte

radical de estadio Ill en comparacion con BBEAmL.

En cuanto a los cultivos in vitro de callos, en la induccion con extracto de levadura
se detectd un incremento en la acumulacion de sanguinarina pero no se mostraron
diferencias significativas en la expresion de las isoformas de NCS; sin embargo, la
isoforma BBEAM2 se expresd dos veces mas en comparacion con BBEAmL. En la
induccién con jasmonato de metilo no hubo un incremento en la sintesis de
sanguinarina y los genes NCSAm1l, BBEAmM1 y SOMT tuvieron una mayor
expresion relativa. Asi mismo, se observdé que cuando hay induccién con acido
salicilico ambas isoformas de la BBE aumentan sus porcentajes de expresion en

comparacion con los otros sistemas de induccion.

En tejidos de planta adulta de A. mexicana se observé una distribucién diferencial
de alcaloides. Siendo asi, que la berberina se acumula en tejidos de parte aérea y
sanguinarina se encuentra en las raices. En plantulas en estadios iniciales de
desarrollo, se observé que durante la germinacién de las semillas y antes de la
emergencia de los cotiledones sélo hay acumulacién de sanguinarina; por el
contrario, la acumulacién de berberina inici6 a partir de la apertura de los
cotiledones. Por ultimo, cuando aparecen las hojas verdaderas (estadio Ill) se

acumulo tanto berberina como sanguinarina en cantidades similares.
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5. Ambos resultados indican que en planta completa de A. mexicana hay una
acumulacion diferencial de alcaloides en donde al parecer la parte aérea es la
responsable de la biosintesis y por ende de acumulacion de berberina y

sanguinarina; pero ambos alcaloides son transportados y acumulados en la raiz.

4.2 MODELO PROPUESTO

Tomando en cuenta los siguientes datos: A) los tejidos en los que s6lo se acumulé
berberina fueron en pétalo (planta adulta) y radical (estadio Il), en estos tejidos los genes
que obtuvieron una mayor expresion relativa fueron NCSAm1, BBEAm1 y SOMT vy B) los
tejidos en donde se acumuld sanguinarina fueron raiz (planta adulta) y aérea (estadio 1),
en estos tejidos los genes que obtuvieron una mayor expresion relativa fueron NCSAm2,
BBEAmM2 y CheSyn, se propone un modelo en el que se plantean las posibles vias que
puede tomar la ruta para sintetizar berberina y sanguinarina, donde se muestra la
participacién de copias especificas de los genes, por ejemplo en la biosintesis de
berberina participaria NCSAm1 y BBEAmML1 y en la biosintesis de sanguinarina participaria
NCSAm2 y BBEAM?2 (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 Representacion de la sinergia entre las copias redundantes NCSAm1,
NCSAm2, BBEAmM1 y BBEAmM2. Esquema sintetizado que representa la ruta de
biosintesis de berberina y sanguinarina en donde se muestran las enzimas
participantes en varias de las reacciones, como la tirosina/dopa descarboxilasa
(TYDC), que es la enzima que desvia a la tirosina para iniciar la sintesis de los ABIs,
la norcoclaurina sintasa (NCS), tiene dos copias las cuales pueden combinarse para
participar en las reacciones posteriores tal como lo muestran las lineas, lo mismo
ocurre con las copias de la enzima del puente de berberina (BBE), hasta llegar a las
reacciones especificas para la sintesis de berberina, en donde la primera enzima que
participa es (S)-coulerina-9-O-methiltransferasa (SOMT). Para la sintesis de
sanguinarina la primera enzima que participa es quelantifolina sintasa (CheSyn). Las
lineas consecutivas representan una reaccion, las lineas punteadas representan dos o
mas reacciones, las lineas azules representan las combinaciones posibles de las
reacciones comunes para ambos alcaloides, las lineas verdes representan una posible
via para berberina y las lineas rojas representan una posible via para sanguinarina.
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4.3 PERSPECTIVAS

La existencia de familias génicas que codifican para enzimas que participan en la sintesis
de alcaloides bencilisoquinolinicos en A. mexicana (NCS y BBE) esta asociada a la etapa
de desarrollo, tejido y condicién de induccion en A. mexicana por lo que la identificacién
detallada de las familias de los genes NCS y BBE en un modelo establecido de A.
mexicana permitiria conocer cuales copias estan jugando un papel central en la

contribucién y regulacion de la sintesis de berberina y sanguinarina.

El estudio de la localizacion y cuantificacion de las enzimas de las reacciones finales de la
sintesis de la berberina y sanguinarina permitird conocer la reaccion directa con la

cantidad de alcaloides en los diferentes tejidos de A. mexicana.

Por dltimo, para profundizar el estudio de los mecanismos que dirigen el transporte,
distribuciéon y acumulacion espacial de los alcaloides en tejidos especificos de A.
mexicana se necesita investigar la localizacion celular y subcelular biosintética de las
enzimas que participen tanto en reacciones iniciales como finales, esto puede ser posible
mediante técnicas de inmunolocalizacién con anticuerpos especificos para las enzimas de

interés.
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DATOS COMPLEMENTARIOS

En esta seccion se muestran los datos complementarios de los resultados (capitulo Il1).
Como primera instancia se muestran imagenes de los perfiles cromatogréaficos de tejidos
de planta adulta y plantulas en desarrollo, en los cuales se cuantificaron berberina y
sanguinarina (Figs. S1-S4); la medida de las placas es de 20 x 6, las muestras se
cargaron a un centimetro de distancia entre ellas, asi como su respectivo control. Se
cargoé la misma cantidad de muestra en todos los tejidos (0.15 pug PS) para que la imagen

sea semi-cuantitativa; estos datos son complemento de las gréficas de las Figs. 3.1y 3.2.

Las imagenes suplementarias S5-S9 son referentes a los resultados de los analisis de
expresion de los genes NCSAm1l, NCSAml, BBEAm1l, BBEAmM2, SOMT y CheSyn
correspondientes a los cultivos in vitro sometidos a induccion individual con acido
salicilico, induccion simultanea e induccién secuencial, asi mismo se agregé a los datos
complementarios en ANEXO 1 en el cual hay una explicacién detallada de estos

experimentos de induccioén.

Mariela-Be-003

Aplicacion equivalente a 0.15 ug PS

Figura S. 1 Perfil cromatogréfico en capa delgada de plantulas en estados de
desarrollo iniciales empleando el sistema de elucion para berberina n-
butanol:agua:hidréxido de amonio (8:1:1), aplicacién equivalente a 0.15 pg PS. 1:
aérea estadio |, 2: radical estadio I, 3: aérea estadio Il, 4: radical estadio Il, 5: aérea
estadio I, 6: radical estadio Il con su respectivo estandar de berberina.
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Mariela-Be-004

Aplicacién equivalente a 0.15 ug PS

Figura S. 2 Perfil cromatografico en capa delgada de tejidos de planta adulta,
empleando el sistema de elucién para berberina n-butanol:agua:hidréxido de amonio
(8:1:1), aplicacién equivalente a 0.15 ug PS. 7: hoja, 8: tallo, 9: raiz, 10: pétalo, 11:
semilla inmadura y por ultimo su respectivo estandar de berberina.

Mariela-Sa-003

Aplicacién equivalente a 0.15 pg PS

Figura S. 3 Perfil cromatogréfico en capa delgada de plantulas en estados de
desarrollo iniciales empleando el sistema de elucion para sanguinarina benceno:etanol
(94:6), aplicacion equivalente a 0.15 pg PS. 1: aérea estadio |, 2: radical estadio I, 3:
aérea estadio Il, 4: radical estadio Il, 5: aérea estadio Ill, 6: radical estadio Il con su
respectivo estandar de sanguinarina.
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Mariela-Sa-004

Aplicacion equivalente a 0.15 pg PS

Figura S.4 Perfil cromatografico en capa delgada de tejidos de planta adulta,
empleando el sistema de elucién para sanguinarina benceno:etanol (94:6) aplicacién
equivalente a 0.15 ug PS. 7: hoja, 8: tallo, 9: raiz, 10: pétalo, 11: semilla inmadura y
por ultimo su respectivo estdndar de sanguinarina.

Acido salicilico

C1 TI 12h 24h 36h 48h 72h
ADNr 18S

NCS1

NCS2

BBE1

BBE2

sSOoMT

CheSyn

Figura S.5 Andlisis de los transcritos de los genes NCSAm1, NCSAm2, BEEAmML,
BBEAmM2, SOMT y CheSyn de A. mexicana. Induccién con acido salicilico, Curso
temporal de induccion tiempo inicial, 12, 24, 36, 48 y 72 horas de induccion. Gen de
referencia ADNr 18S.
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Induccién simultanea Induccién secuencial

C1 Tl 12h 24h 36h 48h 72h C1 Tl 24h 48h  72h

ADNr 18S ADNr 188

NCS1 NCSs1

NCS2 NCS2

BBE1 BBE1

BBE2 BBE2

somMT SOMT

CheSyn CheSyn

Figura S. 6 Andlisis de los transcritos de los genes NCSAm1, NCSAm2, BEEAmML,
BBEAM2, SOMT y CheSyn de A. mexicana. En induccion simultanea y secuencial,
curso temporal de induccion tiempo inicial 0, 12, 24, 36, 48 y 72 horas de induccion.
Gen de referencia ADNr 18S.

100 o
* 1 | EENCSAmY
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w 44
24
0
Ti

Induccion acido salicilico

Figura S. 7 Expresion relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1, BBEAM2,
CheSyn y SOMT durante la induccién de callos de A. mexicana con &cido salicilico.
En la determinaciéon de expresion relativa se emple6 como gen de referencia ADNr
18S y como calibrador el tiempo inicial de induccion. Las barras de error representan
el error estandar (n=3).
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Expresion relativa (%)

Ti 12h 24h 36h 48h 72h

Induccion simultanea

Figura S. 8 Expresion relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAmM1, BBEAmM2,
CheSyn y SOMT en cultivos de callos de A. mexicana durante la induccién
simultdnea. Para la determinacion de expresién relativa se empleé como gen de
referencia ADNr 18S y como calibrador el tiempo inicial de induccién. Las barras de
error representan el error estandar (n=3).
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Induccion secuencial

Figura S. 9 Expresion relativa de los genes NCSAm1, NCSAm2, BBEAm1, BBEAM2,
CheSyn y SOMT en cultivos de callos de A. mexicana durante la induccién
secuencial. Para la determinacién de expresion relativa se empleé como gen de
referencia ADNr 18S y como calibrador el tiempo inicial de induccion. Las barras de
error representan el error estandar (n=3).
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ANEXOS

Anexol.- Induccion de la linea de callos de A. mexicana (am) con diferentes
tratamientos

Chan-Canto, Monforte-Gonzales (2015).

Para la induccién de los alcaloides sanguinarina y berberina en la linea de callos de A.
mexicana (Am) se utilizaron los siguientes inductores: extracto de levadura (0.2 g/L),
jasmonato de metilo (100 pM) y acido salicilico (100 uM). La induccién se llevd a cabo
mediante tres ensayos denominados como induccién individual, induccion secuencial e
induccion simultanea durante un curso temporal de 72 h. Para cada ensayo se utilizaron

como testigo callos en medio de cultivo sin inductores.

Induccién individual: se adicion6 por separado cada uno de los tres inductores, las
muestras se colectaron por triplicado a las 12, 24, 36, 48 y 72 h después de la induccién.
El tejido vegetal se separd del medio de cultivo por medio de una bomba de vacio. Se
tomé 1 g de tejido vegetal para la extraccién del ARN total y el resto del material vegetal
asi como el medio de cultivo y se congelaron a —20 °C para la extraccion de los

alcaloides.

Induccidén Individual
Productividad
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< / ®-
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= . _ — > s
> e - {'» v ——=F
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7] e 5 ~ - N s

oz s . p
4 - ; .
4 I e S—
2 ! v T T T 1
o] TO 12h 24h 36h 48h 72h

Tiempo de exposicion

ANEXO 1. 1 Respuesta a diferentes inductores mediante Induccién individual.
Promedio de 3 réplicas con su desviacion estandar, con sus respectivos testigos.
Induccion con extracto de levadura (circulo), Induccién con jasmonato de metilo
(cuadrado), Induccién con acido salicilico (tridngulo) y testigo (rombo).
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Induccién simultanea: se adicionaron los tres inductores a la linea de callos Am (Fig. 2)
Las muestras se colectaron por triplicado a las 12, 24, 36, 48 y 72 h después de la
induccion. El tejido vegetal se separd del medio de cultivo por medio de una bomba de
vacio. Se tom6 1 g de tejido vegetal para la extraccion del ARN total y el resto del material
vegetal asi como el medio de cultivo se congelaron a —20 °C para la extraccién de los
alcaloides.

25

| m— Testigo
_ Simultanea

. Tiempo de exposicion .
ANEXO 1. 2 Respuesta defensiva de la linea de callos Am de A. mexicana a

diferentes inductores mediante Induccién simultdnea, en mg/g de peso seco (PS).
Promedio de 3 réplicas con su desviacion estandar, barras negras testigos (callos sin
inducir) barras grises (callos inducidos).

20 4

Sanguinarina mg/g PS

Induccién secuencial: que consistié en la adicion de los inductores en diferentes tiempos
(Fig. 3). Primero, el 4cido salicilico se adicion6 a cada matraz, después de 24 h se colect6
uno de los matraces y a los restantes se les adicioné jasmonato de metilo. Cumplidas las
48 h de exposicion, se recolectd el material vegetal de uno de los matraces y a los
restantes se les adicionaron el extracto de levadura. Después de 72 h de exposicion a los
tres inductores se recolectd el material vegetal y se almacené en refrigeracion para los

analisis posteriores. Por cada tiempo se colectaron tres réplicas.
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ANEXO 1. 3 Respuesta defensiva de la linea de callos Am de A. mexicana en
induccién secuencial mg/g de peso seco (PS), a diferentes inductores. Promedio de 3
réplicas con su desviacion estandar, con sus respectivos testigos, barras negras
testigos (callos sin inducir) barras grises (callos inducidos) (Chan-Canto, en proceso).
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