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RESUMEN 

El desarrollo de cultivos de tejidos vegetales y de técnicas de elicitación de metabolitos 

secundarios constituye una alternativa biotecnológica al cultivo de plantas completas para 

la obtención de productos valiosos (fitoquímicos). Tres son los sistemas de cultivo de 

tejidos vegetales frecuentemente considerados para la producción de metabolitos 

secundarios: las suspensiones celulares, células inmovilizadas artificialmente y cultivo de 

raíces transformadas (CRT) o raíces pilosas ("Hairy-roots"), estas últimas son de interés 

particular debido a su capacidad de rápido crecimiento, de biosintetizar un amplio 

espectro de fitoquímicos , así como por su estabilidad genética y facilidad de 

mantenimiento. Dichas características hacen del CRT, un modelo que permite una 

reducción en el tiempo requerido para lograr una producción eficiente de diferentes 

fitoquímicos deseados, existiendo también existe la posibilidad de obtener productos 

nuevos que no son sintetizados por las plantas de forma natural. 

Uno de estos valiosos fitoquímicos es el ácido betulínico (AS), un triterpeno pentacíclico 

tipo lupano que exhibe una gran variedad de propiedades biológicas (Ieishmanicida, 

antiinflamatorio, antiedémico, anticancerígeno, antibacteriano, antiviral). Recientemente 

se reportó el aislamiento de AS a partir de extractos de hoja de Pentalinon a ndrieuxii, una 

planta de la familia Apocynaceae que se encuentra distribuida a lo largo de la tierra 

caliente del este de México hasta Centroamérica. 

En este trabajo se logró el establecimiento de cuatro líneas de cultivos de raíces 

transformadas de P. andrieuxii a partir de explantes de hojas infectados con 

Agrobacterium rhizogenes ATCC15834. Los cultivos se caracterizaron en su crecimiento 

vs tiempo estableciendo el día 30 de cultivo como el punto de producción máxima de 

biomasa de las cuatro líneas. La presencia de AS en extractos o fracciones se detectó por 

CCO y HPLC y ambos métodos se utilizaron para evaluar y comparar el efecto de ácido 

jasmónico y sulfato de vanadilo (100, 200 Y 400 IJM) en la producción de AS, siguiendo un 

curso temporal de cosecha post-e licitación de 24, 48 Y 72 h, cuantificando la producción 

de ácido betulínico en la línea O (línea de mayor producción de biomasa) de los cultivos 

de raíces transformadas de Pentalinon andrieuxii. 





Abstract 

The development of plant tíssue culture techníques and secondary metabolítes elícítatíon 

províde a víable alternatíve for the productíon of useful phytochemícals. Three plant tíssue 

culture systems are often consídered for the productíon of secondary metabolítes: cell 

suspensíons, artífícíally ímmobílízed cells and haíry root culture (HRC). Haíry roots culture 

híghlíghts by íts capacíty for growth , genetíc stabílíty, easíness of maíntenance and 

bíosynthesís of a broad spectrum of phytochemícals. These characterístícs make the HRT 

a model that allows a reductíon ín the requíred tí me for the effícíent productíon of dífferent 

desíred phytochemícals; there also exíst the possíbílíty of new products that are not 

synthesízed by plants naturally. 

One of these useful phytochemícals ís the betulíníc acíd (BA), a lupan type pentacyclíc 

tríterpene wích exhíbíts a varíety of bíologícal propertíes (Ieíshmanícídal , antí-ínflammatory, 

antí-edemíc, antí-cancer, antí-bacteríal, antí-víral) . Recently, ít was reported the ísolatíon of 

BA from Pentalinon andrieuxii leaf extracts, a plant from the Apocynaceae famíly well 

dístríbuted throughout the lowlands from eastern Mexíco to Central Ameríca. 

In thís work, we establíshed four haíry root culture línes from leaf explants of P. andrieuxií 

usíng ínfectíon wíth Agrobacterium rhizogenes (ATCC15834). Characterízíng the growth of 

these línes over tíme, the 30th day of growth was establíshed as the coíncídence poínt for 

a maxímum bíomass productíon among the four línes. The presence of betulíníc acíd was 

ídentífíed by Thín Layer Chromatography (TLC) and the effect over the BA productíon of 

two elícítors Uasmoníc acíd and vanadyl sulfate) at 100, 200 and 400 ~M concentratíons ín 

a tí me course of 24, 48 and 72 h after elícítatíon , was evaluated ín the hígher bíomass 

productíon líne (O) líne of Pentalinon andrieuxii haíry roots culture. 
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Las plantas sintetizan y acumulan un amplio rango de moléculas, de productos naturales 

involucrados en procesos fisiológicos y ecológicos fundamentales. Algunos de estos 

productos poseen potenciales terapéuticos los cuales han sido explorados por miles de 

años a través de la medicina tradicional. Con base en su estructura y origen biosintético, 

los productos naturales derivados de las plantas pueden ser clasificados como 

isoprenoides, alcaloides y compuestos fenólicos, principalmente. La demanda de estos 

compuestos está en continua expansión (Fowler, 2006; Raskin et al., 2002). Ante esta 

demanda, el cultivo de células vegetales es una herramienta que además de ser 

considerada como una fuente de productos naturales, permite estudiar el metabolismo de 

las plantas, su fisiología y desarrollo. 

Los tres sistemas de cultivo de células vegetales frecuentemente considerados para la 

producción de metabolitos son las suspensiones celulares, las células inmovilizadas y el 

cultivo de raíces transformadas o raíces pilosas ("Hairy-roots") y el cultivo de brotes. Con 

el fin de aumentar la producción de los metabolitos secundarios vegetales se han 

implementado estrategias como la selección de líneas celulares de alta producción de 

metabolitos, cultivos in vitro , selección y optimización del medio, uso de precursores y de 

elicitores, entre otras (Schlatmann et al, 1996). 

Pentalinon andrieuxii es una planta trepadora encontrada en la península de Yucatán; de 

esta especie se ha reportado el aislamiento de ácido betulínico (AS) (Domínguez­

Carmona et al., 2010), un triterpeno pentacíclico tipo lupano que exhibe una gran variedad 

de propiedades biológicas. La especie ya ha sido sometida al proceso de transformación 

transitoria vía Agrobacterium tumefaciens (Yam Puc et al., 2012b); por lo que en este 

trabajo se utilizó A. rhizogenes para la obtención de raíces transformadas con el objetivo 

de determinar su potencial en la producción de ácido betulínico a escala de matraz 

(250mL). 
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CAPITULO I 

CAPÍTULO I 

1. ANTECEDENTES 

1.1. ÁCIDO BETULíNICO 

El ácido betulínico (AS) (ácido 313-hidroxi-lup-20(29)-en-28 oico) (Figura 1.1) es un 

triterpeno pentacíclico natural tipo lupano perteneciente a la familia de compuestos 

llamada isoprenoides (también llamados terpenos o terpenoides) (más detalles en sección 

1.1.1). Es uno de los triterpenos vegetales más comúnes junto con los ácido ursólico y 

oleanólico (Frighetto et al., 2005) encontrado especialmente en Betula spp (Setulaceae) y 

Syzigium claviforum (Myrtaceae). También se ha aislado de especies como Ziziphus spp. 

(Rhamnaceae), Diospyros spp. (Ebenaceae) y Paeonia spp. (Paeoniaceae) (Cichewicz y 

Kouzi, 2004). 

Su identificación ha sido realizada por espectrometría (O 'Connell et al. , 1998), su 

separación por HPLC (Zhao et al., 2007; Ossipov et al., 1996) y por espectroscopía 

infrarroja (Fa lamas et al., 2011; Canta Panzaru et al., 2002) . 

El AS posee propiedades medicinales contra la malaria, como antiinflamatorio, antitumoral 

(Fulda, 2008; Kvasnica et al., 2005; Cichewicz y Kouzi, 2004) y contra el VIH (Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana) retardando la progresión por infección con este virus que 

eventualmente conduce al SIDA, siendo su modo de acción la prevención de la formación 

de sincitios (célula multinucleada) (Crevelin et al., 2006; Zuco et al., 2002) . En todos los 

casos el efecto del AS es limitado por su poca solubilidad . 

Así bien , el AS puede ser obtenido mediante una . reacción de dos pasos a partir de su 

precursor disponible, betulína (313 -lup-20(29)-ene-3, 28 diol) (Figura 1.1), uno de los 

primeros productos aislados en 1788 de la corteza del abedul blanco (B. alba) 

(Moghaddam et al., 2012). 
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Figura 1.1. Estructura química del ácido betulínico (Tomado de Fusco et al., 2004) . 

Por otra parte, la principal problemática en la comercialización de productos naturales de 

plantas es la baja acumulación que se presenta , obstaculizando su purificación a partir de 

la fuente natural. Cuando la extracción del compuesto a partir de su fuente natural no es 

suficiente, existen soluciones biotecnológicas para incrementar la producción de 

compuestos orgánicos, siendo las siguientes algunas de ellas: 

• Fitomejoramiento tradicional y/o por ingeniería genética para generar cultivares 

transgénicos que acumulen niveles más altos de los compuestos deseados. 

• Desarrollo de cultivos escalables, como las suspensiones celulares o raíces 

vegetales. 

• La ingeniería de hospederos microbianos, para producir los compuestos de 

interés (Moses et al., 2013) . 

Aunque poco se sabe del estatus de producción mundial de ácido betulínico, es conocido 

que la extracción es un proceso costoso que requiere considerables cantidades de la 

especie fuente. Por ello , el desarrollo de sistemas más eficientes de producción de AB 

utilizando modelos in vitro es una alternativa interesante de explorar para la producción de 

este compuesto . 
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CAPITULO I 

1.1.1 ISOPRENOIDES COMO PRODUCTOS NATURALES Y METABOLlTOS 
SECUNDARIOS 

Los isoprenoides comprenden los compuestos estructuralmente más diversos. Son 

metabolitos derivados del isopentenil pirofosfato (IPP) y del Dimetilalil difosfato (DMAPP) 

que se originan por la polimerización enzimática de dos o más unidades de isopreno (o 2-

metil-1 ,3-butadieno) Y constituyen el mayor grupo de productos naturales de plantas, con 

más de 20,000 compuestos identificados (Phillips et al., 2006). Esta familia de productos 

naturales incluye diferentes compuestos. Por ejemplo, reguladores de crecimiento como 

las giberelinas, ácido abscísico , estringolactonas y brasinoesteroides, así como los 

pigmentos carotenoides y fitoesteroles los cuales están involucrados en funciones básicas 

en plantas como fotosíntesis , permeabilidad y fluidez en la membrana (Vranová et al., 

2012; Bohlmann y Keeling , 2008) Además, la mayoría de los isoprenoides en plantas 

juegan un papel crucial en la interacción de la planta con el medio ambiente, como 

atrayentes de polinizadores, repelentes de herbívoros-insectos, como toxinas o 

antibióticos (Gershenzon y Dudareva, 2007) . 

A pesar de la diversidad estructural , los isoprenoides comparten un origen biosintético 

común con dos rutas que convergen para dar origen a la unidad C5 de isopreno (CSH6) . 

La fusión repetida de la molécula de isopreno, da origen a moléculas de diferentes 

longitudes y el número de unidades determina la clasificación de estos compuestos. 

Como ya se indicó, en plantas superiores, la biosíntesis de los isoprenoides inicia con la 

formación de isopentenil pirofosfato (IPP) , el principal precursor, a través de una de las 

dos siguientes rutas: 

1. Del mevalonato (MVA)/ 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMGR) que 

ocurre en el citosol y de donde se sintetizan citocininas, sesquiterpenos, esteroles 

y politerpenos. 

2. De la 2-C-metil-D-eritrol 4 fosfato (MEP)/ 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) que 

se realiza en los plastidos, donde ocurre la biosíntesis de monoterpenos, 

diterpenos y tetraterpenos (Allinger et al., 1986). 

El IPP se isomeriza a dimetilalil pirofosfato (DMAPP) . Una condensación consecutiva de 

las unidades de IPP y DMAPP conduce a la formación de pirofosfatos prenilados, 
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precursores inmediatos de las diferentes clases de terpenoides (figura 1.2) . Estas 

condensaciones son catalizadas por pren iltransferasas específicas, nombradas de 

acuerdo a los productos que generan. Seguido a esto, terpeno-sintasas modifican estos 

compuestos a esqueletos isoprenoides (Chen et al. , 2011) en los cuales ocurren 

subsecuentes modificaciones enzimáticas para generar la diversidad estructural y 

funcional de los difererites compuestos. 

CYTOPLASM 
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,'PEROXISOM 
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FPP . FPP 

1 
j 
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I 
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Figura 1.2. Biosíntesis de terpenoides en plantas. En plantas existen dos vías distintas para la 
biosíntesis de los precursores universales de los isoprenoides: IPP y DMAPP. La vía del 
mevalonato (MVA) (púrpura) que se presenta en el citoplasma, peroxisomas, las mitocondrias y 
retículo endoplasmático (ER) y la ruta (MEP) (azul), que se localiza en los plástidos. Las 
preniltransferasas (naranja) generan los precursores inmediatos de las diferentes clases de 
terpenoides (verde). Las flechas punteadas indican múltiples reacciones. Las cajas punteadas 
grises indican la localización subcelular de la vía. Flechas grises indican metabolitos que son 
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transportados entre los compartimentos subcelulares. MCT, acetoacetil-CoA tiolasa ; CMK, 4-
difosfocitidil metileritritol cinasa, CMS, 4-difosfocitidil- metileritrol sintasa; DMAPP, dimetilalil 
pirofosfáto; DXR, desoxixilulosa 5-fosfato reductoisomerasa ; DXS, desoxixilulosa 5-fosfato 
sintasa; FPP, farnesil pirofosfato; FPPS, FPP sintasa; GGPP, geranilgeran il pirofosfato; GGPPS, 
GGPP sintasa; GPP, geranil pirofosfato, GPPS, GPP sintasa, HDR, hidroximetilbutenil 4-difosfatol 
reductasa; HDS, hidroximetilbutenil 4-difosfato sintasa; HMGR, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 
reductasa; HMGS, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa; IDI , isopentenil difosfato isomerasa; IPP, 
isopentenil pirofosfato; MDS, metileritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa; MVK, mevalonato cinasa ; 
PDC, complejo piruvato deshidrogenasa; PMD, 5-difosfomevalonato decarboxilasa; PMK, 5-
fosfomevalonato cinasa; PSY, fitoeno sintasa, SOS, escualeno sintasa (Tomado de Moses et al., 
2013). 

En el esquema de la figura 1.3 se representa una cadena isoprenoide (5, 10, 15, etc. 

átomos de carbono) , a la que se van adicionando unidades IPP alargando la cadena y 

formando los terpenos sucesivos. Si el IPP se une a una base nitrogenada como la 

adenina, de lugar a la formación de citocininas, que constituyen un tipo de 

fitorreguladores. En cambio, si se unen dos IPP se forma un monoterpeno (C10), el GPP 

(geranil pirofosfato) generando diferentes compuestos volátiles como geraniol, eucaliptol, 

gomenol, etc. , que constituyen algunos de los aromas más conocidos en plantas. El 

agregado de otra unidad IPP al GPP forma el sesquiterpeno farnesil difosfato (FPP , C15), 

el que a través de la ciclización y oxidación genera, entre otros metabolitos, productos 

denominados fitoalexinas, que le sirven a la célula vegetal (y el organismo 

correspondiente) como "antiséptico". Así entonces, el agregado de unidades de IPP al 

FPP da lugar a la formación de diversos compuestos. Si otro IPP que se agrega al FPP 

dando lugar a la formación de geranil-geranil difosfato (GGPP, C20). Del GGPP se 

derivan diversos metabolitos, siendo los más conocidos las giberelinas, fitorreguladores 

que derivan de formas cíclicas de GGPP con sucesivas oxidaciones hasta la biosíntesis 

de sus formas activas (Pérez-Urria Carril , 2009). 

El mecanismo de adición de isoprenos puede darse por adición de IPP pero también 

puede ocurrir por la unión de terpenos de cadenas más larga. Por ejemplo los triterpenos 

(C30) pueden surgir al unirse dos sesquiterpenos (dos FPP), los tetraterpenos (C40) al 

unirse dos unidades de diterpenos (GGPP) dando origen por ejemplo, a los carotenoides 

y xantofilas. Finalmente, la adición de un número indeterminado de unidades IPP genera 

polímeros de cadena larga que tienen propiedades elásticas notables. Este es el caso del 

caucho (o látex), compuesto segregado por la planta Hevea brasilensis (y otras especies 

laticíferas), con amplia utilización en procesos industriales (Pérez-Urria Carril , 2009). 
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Figura 1.3. Esquema de la bios fntesis de terpenos en las células vegetales (Tomado de Allinger et 
al., 1986) . 

1.1.2. TRITERPENOS PENTACíCLlCOS 

Dentro de la biosíntesis de isoprenoides, si dos FPP se unen, formarán un triterpeno 

(C30). Los triterpenos (C30) constituyen el grupo más extenso de isoprenoides debido a 

su gran diversidad estructural y se encuentran ampliamente distribuidos en el reino 

vegetal en estado libre; organizados en tres clases de acuerdo a su estructura en el 

núcleo (Iupano, oleanano o ursano) (Figura 1.4) y subclasificados de acuerdo a la 

presencia, posición y número de fracciones cetónicas e hidroxílicas (Cuadro 1.1) 

(Patocka, 2003; Connolly y Hill, 2000) . 

lupano oleanano ursano 

Figura 1.4. Estructuras de los tres principales esqueletos triterpénicos (Modificado de Jager et al., 
2009) . 
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Cuadro 1.1. Caracterización de los triterpenos (Tomado y modificado de Jager et al., 2009) . 

Núcleo triterpénico Triterpeno R1 R2 M (g/mol) Abreviación 

Lupeol CH3 426.70 LU 

Lupano Betul ina CH20H 442 .72 BE 

Ácido betulín ico COOH 456 .71 BA 

~ - amirina CH3 H 426.70 bAM 

Olean ano Eritrodiol CH20H H 442 .72 ER 

Ácido oleanól ico COOH H 456.71 OA 

Ácido maslínico COOH OH 472.70 MA 

a - amirina CH3 426.70 aAM 

Ursano Uvasol CH20H 442 .72 UV 

Ácido ursól ico COOH 456 .71 UA 

Todos los triterpenos en la naturaleza tienen su origen en el escualeno, formado por una 

condensación cola-cola del farnesol, aislado por primera vez del aceite de hígado de 

tiburón . El escualeno puede adoptar diferentes conformaciones, gracias a la flexibilidad 

de su cadena y de ellas depende el modo de ciclación y, como consecuencia , la 

formación de diferentes esqueletos, los cuales a su vez pueden modificarse por arreglos 

y migraciones de hidruros y metilos a partir de los ciclos formados inicialmente. Dos 

grandes grupos de estructuras policíclicas son originados en las primeras 

trasformaciones: los tetracíclicos, precursores de esteroides y conocidos por ello con el 

nombre de "esteroles" y los pentacíclicos, para los cuales se reserva el término 

"triterpenoides". La estereoquímica de los diferentes centros asimétricos depende del 

doblamiento inicial de la molécula de escualeno. (De Marcano y Hasegawa, 1991). 

La condensación "cabeza-cola" de dos unidades de IPP con una de DMAPP produce la 

unidad C15 farnesil pirofosfato (FPP) (1) , cuya fusión subsecuente de dos unidades se 

fusiona "cabeza-cabeza" para originar el triterpeno precursor lineal C30 , escualeno (2). 

Este compuesto es epoxidado a 2.3 -oxidoescualeno (3) (Augustín et al. , 2011), el cual a 

su vez es ciclado normalmente por oxidoescualeno ciclasas específicas (OSCs) hacía 
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estructuras tetra o pentacíclicas para formar damaranos, tirucalanos y fitoesteroles , o los 

oleananos, ursa nos, lupa nos y taraxasteranos, respectivamente (4). La ciclación de 2,3-

oxidoescualeno forma el punto de ramificación de los triterpenos (Moses el al., 2013) 

(figura 1.5). 

FARNESIL DtfOSFATO 

(1 ) 

(4) 
CICLOARTENOL 

HO H 
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0 2 
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Figura 1.5. Formación de triterpenos a partir de farnesil pirofosfato (FPP) . Por acción de la 
escualeno sintasa se forma el triterpeno precursor lineal C30, el escualeno. Este compuesto es 
epoxidado a 2,3 -oxidoescualeno, el cual a su vez es ciclado normalmente por oxidoescualeno 
ciclasas específicas (OSCs) hacía estructuras treta o pentacíclicas (Modificado de Michal & 
Schomburg, 2012). 
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En el ámbito molecular, la caracterización de genes responsables en la producción de 

triterpenos pentacíclicos se ha realizado a partir de un enfoque integral que incluye datos 

de secuencias por análisis de EST (Expressed Sequence Tag) , así como perfiles 

transcripcionales Y metabólicos, además de la expresión heteróloga para evaluar la 

actividad enzimática (Marasco y Schmidt-Oannert, 2007). Este enfoque multidisciplinario 

fue utilizado con éxito para identificar varios genes de glucosiltransferasa involucrados en 

la biosíntesis de triterpenos en Medicago truncatula (Achnine et al. 2005). Dos trabajos 

sobresalen en la caracterización de genes de la familia CYP, responsables de la 

producción de triterpenos pentacíclicos, entre ellos, ácido betulínico. 

• Fukushima et al., (2011) quienes a través de ensayos in vitra, identificaron 

CYP716A 12 caracterizándola como una enzima (oxidasa) multifuncional con 

actividades ~-amirina 28-oxidasa, a-amirina-28-oxidasa y lupeol 28-oxidasa siendo 

capaz de generar ácido ursólico (a través de uvaol y posiblemente, ácido ursólico 

aldehído) y betulínico (a través de betulina) . 

• Huang et al., (2012) quienes a partir de un análisis de EST de hojas de C. roseus 

aislaron un cONA (CrAS) que codifica una 2,3-oxidoescualeno ciclasa (OSC) y un 

cONA (OACR) que codifica para una amirina C-28 oxidasa. CrAS se caracterizó 

como una OSC multifuncional que produce a- y ~-amirina, mientras que CrAO es 

una C-28-oxidasa multifuncional que convierte a-amirina, ~-amirina y lupeol en 

ácidos ursólico, oleanólico y betulínico, respectivamente, a través de una oxidación 

sucesiva en la posición C-28 de los sustratos. 

1.2. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

Los sistemas experimentales basados en el cultivo de células y tejidos vegetales se 

caracterizan por el uso de partes aisladas de las plantas llamados "explantes", que se 

mantienen en un medio nutritivo adecuado normalmente bajo condiciones asépticas. 

Algunas excepciones a la condición de asepsia, son los experimentos relacionados a 

problemas de fitopatología, en los que la influencia de microorganismos sobre parámetros 

fisiológicos o bioquímicos de las células vegetales o tejido vegetal son investigados. Otros 

ejemplos son cocultivos de material celular en plantas superiores con Rhizobia, para 

estudiar simbiosis, o para mejorar la protección de las plántulas micropropagadas para 
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escapar de las tensiones transitorias post-trasplante (Waller et al., 2005; Peiter et al., 

2003) . 

En comparación con el uso de plantas completas, la principal ventaja de estos sistemas 

es un control mayor de los factores químicos y físicos del medio, que se logra mantener 

constante a costos razonables. Sin embargo, algunas dificultades y limitaciones surgen al 

extrapolar los resultados basados en el cultivo de tejidos o células, a la interpretación de 

los fenómenos que ocurren en una planta completa durante su desarrollo, siempre hay 

que tener en cuenta que los cultivos de tejidos son sólo sistemas modelo, con todas las 

características positivas y negativas inherentes a este tipo de montajes experimentales. 

Para ser realistas, una duplicación directa de condiciones in situ en los sistemas de cultivo 

de tejidos todavía no es posible incluso en la actualidad. Sin embargo, la organización del 

sistema genético y de las estructuras celulares básicas son esencialmente las mismas, 

por lo tanto, los cultivos de tejidos de plantas superiores son sistemas modelo adecuados 

para investigaciones fisiológicas o bioqu ímicas (Neumann et al. , 2009) . 

En términos prácticos, se pueden distinguir básicamente cinco áreas de trabajo en el 

cultivo de tejidos celulares (Figura 1.6): 1) Cultivo de meristemos (con la subsecuente 

formación de raíces) , 2) Formación de callos (tejido indiferenciado sobre el que puede 

inducirse, brotes y embriogénesis somática) , 3) Suspensiones celulares (sobre los que 

puede inducirse embriogénesis y escalar el cultivo a biorreactores), 4) Cultivo de 

protoplastos (que pueden tratarse como cultivos celulares y 5) Cultivo de 

anteras/microsporas (para la generación de individuos haploides) . 
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Plantas 
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Figura 1.6. Presentación esquemática de las principales áreas en el cultivo de células y tejidos 
vegetales resaltando algunos de sus campos de aplicación (Modificado de Neumann et al., 2009). 

1.2.1. TRANSFORMACiÓN GENÉTICA 

la transformación genética en plantas se refiere a la introducción e integración de ADN 

"foráneo" en las células de la planta con la subsecuente regeneración de organismos 

transgénicos o genéticamente modificados (Chandra, 2012). 

Existen varias técnicas de transformación que se dividen en directas e indirectas. las 

primeras funcionan induciendo la permeabilidad de la célula al AON mediante 

electroporación, agentes químicos, microinyección, bombardeo, etc. las técnicas 

indirectas están basadas en el uso de vectores que pueden ser biológicos como 

Agrobacterium y cierto virus o no biológicos como los liposomas. las técnicas directas 

tiene la limitación de requerir un elevado grado de manipulación ya que la transformación 

se realiza sobre células individuales, lo que las convierte en un proceso que requiere alta 

especialización y largos periodos de trabajo (Sanford, 1990). Esto ha hecho que las 

técnicas indirectas, principalmente las que usan microorganismos fitopatógenos para la 

introducción del AON en la célula vegetal , sean las más utilizadas. 
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Dentro de todas las técnicas previamente citadas, la de mayor versatilidad y más utilizada 

es la transformación mediada por bacterias pertenecientes al género Agrobacterium, que 

es capaz de introducir ADN en células vegetales . Además de ser relativamente fácil y 

económica, se aplica a un amplio rango de especies vegetales monocotiledóneas y 

dicotiledóneas (Van Wordragen & Dons, 1992; Porter, 1991), gimnospermas (Levee et al., 

1999; McAfee et al., 1993), e incluso algunos hongos (Abuodeh et al., 2000; De Groot et 

al., 1998) . 

La transformación genética es una metodología que también ofrece posibilidades de 

introducir en plantas genes estructurales de rutas metabólicas para incrementar la 

biosíntesis de metabolitos secundarios. A través del proceso de transformación se han 

abierto nuevos caminos para la producción de alcaloides, polifenoles, terpenoides y 

algunos metabolitos nuevos que no son encontrados en plantas silvestres, ni en cultivos in 

vitro no transformados (Ortiz-Caltempa , 2008). 

1.2.2. TRANSFORMACiÓN GENÉTICA CON Agrobacterium rizhogenes 

El género Agrobacterium pertenece a la familia Rhizobiaceae. Se trata de una bacteria 

del suelo, Gram negativa (Chriqui et al., 1996), móvil mediante 2 a 3 flagelos y que 

alberga un plásmido de más de 200 kb llamado "Ri" (inductor de raíces) o "Tí" (inductor de 

tumores), según sea el caso de A. rhizogenes o A. tumefaciens respectivamente 

(Constantino et al., 1981 ; Zaenen et al., 1974). Las cepas de Agrobacterium se clasifican 

en función del tipo de opinas que producen. Las opinas son aminoácidos codificados por 

genes bacterianos y que son fuente de carbono y nitrógeno para la bacteria, e incluyen a 

las agrocinopinas, manitil opinas, octopina, nopalina, succinamopina y (Dessaux et al., 

1992). 

El proceso de transformación genética (Figura 1.7) se inicia con el reconocimiento 

y unión de Agrobacterium a la célula hospedera a través de receptores específicos. 

Posteriormente el sistema de dos componentes de Agrobacterium (vir A - vir G), perciben 

señales específicas, de tal modo que Vir G (un factor transcripcional) es activado para 

inducir la transcripción de la región de virulencia (vir) del plásmido Ti (para el caso de A. 

tumefaciens) . Las proteínas codificadas por la región vir, generan la cadena sencilla del 

ADN-T, la cual forma un complejo con la proteína Vir 02 , que es transportado a través del 
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pili formado por las proteínas VirB 2-11/04. En el citoplasma de la célula vegetal , al 

complejo ADN-T /-Vir02 se le unen proteínas Vir -E2 que lo protegen de la degradación. 

posteriormente, el complejo AON-T /-VirD2/-VirE2 es importado hacia el núcleo, facilitado 

por proteínas del mismo hospedero, para su posterior integración en el genoma de la 

célula hospedera, por recombinación ilegítima (McCullen, 2006). 

Adhesión de 
b41ctem iII la pared 

celular 

Pared celular 

~Los subslr tos son 
reconocld05 por el complejo 
VirS y Iransponados la célula 

vegetal 

• 

__ ----J 

S4!ñales derlv~ de Lo 
planu 

AGROBACTERI 

Membr .... a externa 

Figura 1.7. Proceso de infección de Agrobacterium en una célula vegetal (Modificado de 
McCullen , 2006) . 

El plásmido de Agrobacterium (sea el Ri o Ti) contiene una secuencia de ADN llamada 

AON de transferencia, o simplemente AON-T que es el único fragmento de AON 

bacteriano que se transfiere a la célula vegetal durante el proceso de infección. El ADN-T 

es integrado en el genoma de la planta expresa enzimas que dirigen la producción de 

opinas, las cuales son sintetizadas y secretadas por las células transformadas y 
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consumidas por Agrobacterium como fuente de carbono y nitrógeno (Dessaux et al., 

1992). Los plásmidos Ri pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de opinas producidas. 

En plásmidos tipo nopalina (Ti) y manopina y cucumopina (Ri) se ha encontrado un solo 

ADN-T, mientras que en los octopina (pTi) y agropina (pRi) se han encontrado dos 

regiones (TL-DNA = ADN-Tlzquierdoy TR-DNA = ADN-Toerecho) (Trovato y Linhares, 1999). 

Los dos bordes ADN-T están separados por alrededor de 15kb de ADN no transferido. El 

fragmento derecho (TR-DNA = ADN-To) contiene genes homólogos a los genes de 

biosíntesis de auxinas como los iaaM y iaaH del ADN-T de los plásmidos Ti (Huffman et 

al. , 1984; Jouanin, 1984). Tanto ADN-TI y ADN-To son transferidos e integrados de forma 

independiente en el genoma de la planta hospedera pero la transferencia de ADN-TI es 

esencial para la inducción de "raíces pilosas" y la transferencia de ADN-To no provoca 

formación de raíces en cultivos transformados (Sevón y Oksman-Caldentey, 2002; Nilsson 

y Olsson, 1997). En otros casos el ADN-T fragmento único que muestra un alto grado de 

homología con el TL-DNA (Figura 1.8). El ADN-T contiene los oncogenes responsables 

del desarrollo de la enfermedad en las plantas infectadas, y se ha demostrado que sus 

productos de expresión alteran los niveles y la percepción de los fitorreguladores por las 

células transformadas (Akiyoshi et al., 1984; Inze et al., 1984; Willmitzer et al., 1982). Así, 

la integración del ADN-T en el genoma hospedero resulta en el crecimiento anárquico y 

neoplásico de células en el sitio de infección, dando lugar a tejidos transformados con 

crecimiento ilimitado. En la mayoría de los casos, A. tumefaciens induce un tejido 

desorganizado llamado "agalla de la corona" o tumor, mientras que la infección con A. 

rhizogenes resulta en la proliferación de raíces en el sitio de infección que se conocen con 

los nombres de raíces en cabellera , raíces transformadas, "hairy roots", o raíces pilosas 

(Shillito et al., 1985). El mecanismo de infección es similar cuando se compara con A. 

tumefaciens. Ambas especies transfieren el ADN-T (en A. rhizogenes nombrado como Ri 

por "root inducing" / inductor de raíces) del plásmido de la bacteria a la célula huésped. El 

plásmido Ri (200kb aproximadamente) (Figura. 1.9) contiene genes que codifican 

proteínas con funciones para la conjugación del plásmido , la biosíntesis y el catabolismo 

de opinas, así como para la iniciación , transferencia e integración de ADN-T al genoma 

vegetal (Chandra, 2012) . 
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Figura 1.8. Esquema general del plásmido Ri Agrobacterium rhizogenes (Modificado de Veena y 
Taylor, 2007) . 

LBTL 
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PlásmldoRI 

Catabolismo de 

Figura 1.9. Presentación esquemática del plásmido Ri de Agrobacterium rhizogenes (Modificado 
de Chandra, 2012). 

Las regiones T de los plásmidos nativos Ti y Ri son de un tamaño aproximado de 10-30 

kb definidas por secuencias borde de 24 pares de bases de longitud. Estos bordes 

flanquean la región T en una orientación repetida directa y son altamente homólogos en 

secuencia (Gelvin , 2003). 
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White et al. (1985) realizaron un análisis funcional de las regiones T de Agrobacterium 

rizhogenes - pRiA4 por inserción mutagénica e infecciones consecutivas en hojas y tallos 

de Kalanchoe, mostrando la inserción de sólo cuatro de los 18 loci potenciales del ADN-TL 

en las raíces pilosas que fueron producidas. Estos loci fueron asignados como "root locus 

A-D" (ro/A-D) , mismos en los que posteriormente, Slightom et al, 1986 analizando las 

secuencias del ADN-TL de pRiA4 identificaron 18 marcos de lectura abierta (ORFs = Open 

Reading Frames) asignados como: ORF10 (rolA), ORF11 (ro/8) , ORF12 (rolC) y ORF15 

(ro/D) . Varios trabajos han mostrado que la acción sinérgica de los tres primeros genes 

rolA , ro/8 y rolC es esencial para el desarrollo y mantenimiento del fenotipo de las raíces 

transformadas, siendo de mayor importancia el gen rolB , el cuál es crítico para la 

producción de raíces pilosas. Otros ORFs y los genes aux (cuya secuencia es similar a la 

de los genes iaaM e iaaH del plásmido Ti) parecen tener una función adicional en el 

establecimiento total de los síntomas de raíces pilosas y en la diversificación del rango de 

infección en el hospedero. Estos genes han sido expresados individualmente en plantas 

transgénicas y analizadas fenotípica y fisiológicamente, con el objetivo de elucidar como 

afectan los genes rol de manera individual el crecimiento y desarrollo de la planta. 

(Nilsson & Olsson, 1997). De este modo, el ADN-T del plásmido Ri , tiene un papel 

fundamental en la oncogénesis y son cuatro loci localizados en el ADN-TL (ADN-T 

izquierdo) que llevan a cabo la inducción de las raíces pilosas o raíces transformadas y 

por ello se llaman rol (loci generadores de raíces). Algunas de las características más 

sobresalientes de los genes rol se resumen en el cuadro 1.2. 
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Cuadro 1.2. Principales características de los genes rol contenidos en el ADN-T del plásmido Ri de 

Agrobacterium rhizogenes. 

Gen Tamafto Proteína codificada' función 

rolA 

r (ORF10) 

rolB 

I (ORF11) 

rolC 

(ORF12) 

rolO 

(ORF15) 

300kb 

• Proteína de 100 aminoácidos con una masa molecular de 11k 

Da 

Aunque no tiene similitud con ninguna proteína conocida, debido a su 

naturaleza básica, podría ser una proteína de unión de ácidos nucléicos 

(Levesque et al., 1988). 

[

• Codifica una proteína de 259 aminoácidos con una masa 

777kb molecular de 30 kDa. 

540kb 

I 
1032kb 

Esta proteína está localizada en la membrana plasmática (Filippini et al., 

1996) y no tiene similitud con alguna proteína conocida fuera de 

Agrobacterium. 

• Codifica una proteína de 180 aminoácidos con una masa 

molecular de 20 kDa. 

Con la ayuda de anticuerpos, se ha llevado a cabo la inmunolocalización 

de la proteína en el citosol (Estruch et al., 1991c, Oono et al., 1990). En 

plantas transformadas y cultivos de células vegetales el producto del 

gen rolC es capaz de estimular la producción de alcaloides tropánicos 

(Bonhomme et al., 2000a), alcaloides piridínicos (Palazón et al., 1998a), 

alcaloides indólicos (Palazón et al., 1998b), ginsenósidos (Bulgakov et 

al., 1998) y antraquinonas (Shkryl et al., 2008; Bulgakov et al., 2002, 

2003;). De tal manera, se puede decir que el gen rolC provee una señal 

que activa los procesos del metabolismo secundario además de conferir 

un espectro de defensa mayor en adición a esta estimulación. 

• Codifica una proteína de 344 aminoácidos (Mauro et al., 1996) . 

Los efectos de rolD en el metabolismo secundario no han sido 

investigados, pero rolD es la única proteína cuya función bioquímica 

está claramente determinada, codifica para la biosíntesis ornitina 

ciclodesaminasa, una enzima que convierte la ornitina en prolina. 

Disminuyendo la poza de ornitina e incrementando la poza de prolina en 

las células transformadas es como se cree que contribuye raID sobre los 

efectos morfológicos, como el mantenimiento en el crecimiento de las 

raíces pilosas y la abundante floración de las plantas transformadas 

(Trovato et al., 2001). 
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1.2.3. RAíCES TRANSFORMADASI RAíCES PILOSAS O "HAIRY ROOTS". 
COMO SISTEMA DE PRODUCCiÓN DE ÁCIDO BETULíNICO 

Actualmente, una de las alternativas biotecnológicas para la producción de compuestos 

de origen vegetal (fitoqufmicos) , son los cultivos de raíces transformadas (CRT) o "hairy 

roots". El término "raíz pilosa" fue mencionado por primera vez por Stewart et al., (1900) 

así como revisado por Hildebrandt (1934) para denominar al síntoma distintivo de una 

enfermedad que conducía a la formación anormal de un gran número de pequeñas raíces 

que sobresalen como finos pelos radiculares en respuesta a la infección de A. rhizogenes. 

Riker et al (1930) describieron y nombraron al organismo causante de las raíces pilosas: 

Phytomonas rhizogenes, el cual fue renombrado por el mismo grupo como Agrobacterium 

rhizogenes (Chandra, 2012). 

Gracias las ventajas que poseen estos cultivos, destacando una alta estabilidad genética, 

tasa de crecimiento relativamente rápidas (en comparación al de raíces normales) y no 

requerir reguladores de crecimiento para su cu.ltivo, el uso de· CRT representa una 

excelente alternativa para la producción de un gran número de metabolitos 

secundarios sintetizados en las raíces de las plantas y luego acumulados en las partes 

aéreas (la naftoquinona, por ejemplo), así como para aquellos que se 

acumulan en cantidades muy bajas, ya sea raíces , en brotes o cultivos no diferenciados 

(Shanks y Margan, 1999). El cuadro 1.3 enlista algunos ejemplos de cultivos de raíces 

transformadas establecidos recientemente. 

Cuadro 1.3. Cultivos de raíces transformadas establecidos recientemente (2008 - 2010)* 

especie vegetal CepadeA. Propósit%bjetivo Referencia 
rhlzogenes 

Harpagophytum A4 Producción fitoquimica (iridoides y Grabkowska et al. 
procumbens glucósidos feniletanoides) 2010 
Chenopodium A4M70GUS Regeneración de plantas Dmitrovi é et al. 2010 
rubrum recalcitrantes a transformadas 
Amaranthus lBA9402 Mejoramiento de cultivo Swain et al., 2010 
tricolor 
Pereskia bleo ATCC15834 Producción fitoquímica (con Sidik et al., 2010 

propiedades anticancerígenas) 
Brugmansia LBA9402 Producción fitoquimica (alcaloides Cardillo et al., . 2010 
candida tropánicos) 
Hypericum ATCC15834 Producción fitoquímica (aceites Komarovska et al. 
tetrapterum esenciales) 2010 
Taxus cuspidata R1000 Producción fitoquimíca (taxol) Kim et al. , 2009 
Stephania ATCC15834 Producción fitoquímica (dicentrina) Putalun et al., 2009 
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. suberosa 
Pueraria 
candolfei 
Withania 
coagulans 
Rula graveolens 

Gossypium 
hirsutum 
Gossypium 
barbadense 
Mitragyna 
speciosa 
Valeriana 
sisymbriifolium 

ATCC15834 

C58C1 

Producción fitoquímica 
(isoflavonoides) 
Producción fitoqu ímica (whitanólidos) 
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Udomsuk el al., 2009 

Mi~al i li el al. , 2009 

LBA 9402 Producción fitoquímica (cumarinas y Sidwa-Gorycka et al. 
furanocumarinas) 2009 

ATCC15834 Producción fitoqu ímica (gosipol y Triplett el al. ,2008 
compuestos relacionados) 

ATCC15834 Producción fitoquímica (gosipol y 
compuestos relacionados) 

ATCC15834 Producción fitoquímica 
(triterpenoides) 

ATCC 15834 Identificación de compuestos 
potencialmente importantes en 
medicina 

Triplett et al. ,2008 

Phongprueksapattana 
et al. ,2008 
Rahimi et al. ,2008 

*Información reunida a partir de las bases de datos de Agricola, BI0515, CAB, PubMed y 
5COPU5. 

1.3. Pentalinon andrieuxii 

El reino vegetal representa una fuente de obtención de productos naturales con valor 

medicinal , o de precursores útiles en el diseño farmacéutico a nivel mundial (Macías et al, 

2005). Una de las famifias de plantas que se caracteriza por la producción de metabolitos 

secundarios de interés biológico es la familia Apocynaceae a la que pertenece Pentalinon 

andrieuxii (Müll. Arg .) Hansen & Wunderlin , Taxón 35: 168. 1986. Urechites andrieuxii 

Müll. Arg ., Linnaea 30: 442. 1860 (Rzedowski y Calderón , 1998), cuya clasificación se 

muestra en el cuadro 1.4., se encuentra distribuida a lo largo de la tierra caliente del este 

de México hasta Centroamérica . Es una planta trepadora leñosa o semi-leñosa de hasta 6 

m de largo, caracterizándose por tener hojas ligeramente alargadas y anchas, sus flores 

son escasas, de color amarillo con una garganta que las hace parecer trompetas; 

mientras que sus frutos son alargados, semejantes a arcos con semillas numerosas, 

cafés, estrechas hasta de 10 mm de largo, en cuyo extremo se ubica un penacho de pelos 

hasta de 2.5 cm de largo, de color café claro (Figura 1.10) (Rzedowski y Calderón , 

1998). 
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Cuadro 1.4. Clasificación Taxonómica del género Pentalinon. 

Reino 
-------

Phylum I Clase ------

Orden 

Familia -------
Género 

Epíteto específico 

Nombre científico 

Autor del nombre 

Nombres comunes 

Plantae 

Magnoliophyta 

Magnoliopsida 

Gentianales 

Apocynaceae 

Pentalinon 

--_.-

• andrieuxii (Müll. Arg .) B.F. Hansen & Wunderlin 
• luteum (L.) B.F.Hansen & Wunderlin 

• Pentalinon andrieuxii (Müll. Arg.) B.F. Hansen & 1 
Wunderlin, 1986 

• Pentalinon luteum (L.) B.F.Hansen & Wunderlin 

(Müll. Arg.) B.F. Hansen & Wunderlin , 1986 

Bejuco de la víbora, bejuco guaco, contrayerba (español), ya'ax 
juux, xiiw kaan , tip'te' aak' (maya) , look' ts'aah (lengua huasteca). 

"~':.::!''.(' -=_ ........ ,., "-. 
-.:::!::.:.::..---...... -------. -.--.. _.-_~ 
_1.....-. ....... 1""11., • ..... _--~ -0'-_ .. __ '-'-

t::-".....:: • 
... I 1,..", tl---. .......... 

'-'-" 

Figura 1.10: Hojas y frutos típicos de Pentalinon andrieuxii. A. rama con hojas e inflorescencias; 
B. aspecto del androceo adherido a la corola; C. cáliz; O. frutos (vainas) ; E. semilla. 
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En P. andrieuxii se ha reportado la producción de cardenólidos, alcaloides pirrolizidínicos 

(Tillequin et al, 1993). Un estudio fitoquím ico del extracto de la ra íz de esta especie 

reportó el aislamiento y la identificación de dos nuevos trinorsesquiterpenos, urechitol A y 

urechitol B, con un esqueleto derivado del guaianólido (Yam-Puc et al., 2009) . Otro 

estudio reciente, reportó el aislamiento de dos derivados esteroidales a partir del extracto 

de raíz de (Yam-Puc et al., 2012) y más recientemente se publicó la actividad 

leishmanicida evaluada in vitro exhibida por compuestos aislados a partir de colesterol de 

particiones de n-hexano de extractos metanólicos de raíces de P. andrieuxii (Pan et al 

2012). Estos tres últimos reportes corresponden al grupo del Dr. Luis Manuel Peña 

Rodríguez de CICY. También en CICY, en el grupo de trabajo del Dr. Gregorio Godoy 

Hernández en la UBBMP, (Martín-Acosta 2012) (Góngora-Sánchez 2012). Lográndose el 

establecimiento de un protocolo de regeneración de plantas in vitro a partir de explantes 

de hoja, tallo y raíz, utilizando thidiazurón (TDZ) como regulador de crecimiento para 

inducir brotes y ácido indolbutírico (AIB) para enraizarlos y posterior aclimatación en 

macetas. Así como estableciéndose un protocolo para el crecimiento de raíces a partir de 

la generación de raíces adventicias de hoja y tallo utilizando AIB y ácido naftalénacético 

(ANA) como reguladores de crecimiento. 

Por otra parte, Domínguez - Carmona et al en 2010 , aislaron ácido betulínico del extracto 

crudo de hojas de Pentalinon andrieuxii (Apocynaceae) demostrando la actividad anti­

protozoaria contra Leishmania amazonensis (LA), Leishmania braziliensis (M2903), 

Trypanosoma cruzi talahuen (TULA) y Plasmodium falciparum (F32) . Un aumento en la 

efectividad del ácido betulínico al realizar modificaciones químicas en la estructura de la 

molécula también ha sido reportada (Ghaffari et al., 2012). Con la finalidad de determinar 

la susceptibilidad de la especie P. andrieuxii a la infección con Agrobacterium, Yam Puc, 

et al., 2012, realizaron la transformación transitoria de explantes de raíz, tallo y hoja 

usando el plásmido pCAMBIA2301 que contiene el gen uidA (gen reportero GUS). 

Por las consideraciones anteriores, resulta factible que la transformación genética para la 

inducción de raíces transformadas (hairy roots de P. andrieuxii pueda usarse como un 

modelo de cultivo de tejidos para la producción de ácido betulín ico permitiendo evaluar el 

uso de elicitores químicos sobre la producción de este a escala de matraz. 
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1.4. ELlCITORES DEL METABOLISMO SECUNDARIO 

La producción de metabolitos secundarios en plantas y cultivos celulares puede activarse, 

o inducirse , como respuesta a factores de estrés tales como el choque osmótico, iones de 

metales pesados, sales inorgánicas, homogeneizados microbianos o radiación UV. 

"Elicitor' es un término científicamente descrito para aquellos factores de estrés que 

disparan cambios de defensa en las plantas, dando como resultado la activación de una 

gama de mecanismos de protección . Estos mecanismos pueden incluir la inducción de la 

biosíntesis de productos químicos que funcionan en la adaptación de las plantas al 

ambiente estresante (Goel , et al., 2011). De este modo, la elicitación es reconocida como 

una factible para aumentar la producción de compuestos secundarios a partir de células, 

órganos y sistemas en plantas (McAlpine et al. , 1999) . 

En general, los elicitores pueden ser categorizados con base en su naturaleza como 

bióticos o abiótico, y por su origen en endógenos o exógenos. Dentro de los bióticos, se 

incluyen todos aquellos compuestos de origen biológico, como polisacáridos originados 

a partir de paredes celulares vegetales (pectina, celulosa, etc.) , microorganismos (quitina, 

glucanos, etc.) y proteínas G que se unen a los receptores y actúan por activación o 

inactivación de canales iónicos o enzimas. Los elicitores abióticos comprenden aquellos 

compuestos de origen no biológico como sales inorgánicas, iones metales y factores 

físicos como pH, temperatura, etc. (Goel , et al., 2011) . El cuadro 1.5 muestra algunos 

trabajos en la elicitación de metabolitos secundarios distinguiendo entre elicitores bióticos 

y abióticos. 

Dado el interés que se tiene en el grupo para aumentar la producción de AS en sistemas 

de raíces transformadas de P. andrieuxii, se decidió explorar los beneficios de la 

utilización de elicitores para este fin (McAlpine et al. , 1999) . 
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Cuadro 1.5. Ejemplos de producción de metabolitos secundarios aumentada a través del uso de 

elicitores . (Modificado de Georgiev et al. , 2007) 

Elicitor Especie Metabolito Concentración Aumento Referencia 
ellcitor 

CdCI2 Brugmansia Hiosclamina 2nM 1.35 Pitta-
candida Alvarez et 

al. 2000 
Ácido jasmónico Panax ginseng Ginsenósidos 5.0 mg/I 4.0 Sivakumar 

et al. 2005 
Jasmonato de P. ginseng Ginsenósidos 22.4 mg/I 4.0 Palazón et 
metilo al. 2003 
Sulfato de Ambrosia Tiarubrina A 50 mg/I 8.0 Bhagwath 
vanadilo artemisiiflora & HjortS0 

2000 
Enterobacter Ammi majus Umbeliferona 15-ml 1.2 Staniszews 
sakazaki ka et al. , 

2003 
Fusarium Tagetes patula Tiofenos 0.12 mg 2.7 Mukundan 
conglutinans totales & Hjorts0 

1990 
Phytopthora Cichoryum Esculina y 0.1% (v/v) 4.1 y 3.7 Bais et al., 
parasítica intybus esculetina 2000 
(medio filtrado) 
Staphylococus Scopolia Escopolamina 133.3 mi 2.8 Jung et al. 
aureus parviflora 2003 
Elicitor de Salvia Ácido 2.3 Chen et al. 

. levadura mi/tiorrhiza rosmarinico 2001 
Extracto de Brugmansia Escopolamina 0.8 mg/ml 2.0 Pitta-
levadura candida e hiosciamina Alvarez et 

al. 2000 

la respuesta dinámica de las plantas a los elicitores requiere la detección de señales 

provistas por éste y su procesamiento. El sistema involucra la compleja interacción de 

componentes que transmiten la información de una fuente a otra, conduciendo a las 

diferentes respuestas. Algunos elicitores se preparan a partir de componentes celulares 

de microorganismos fitopatógenos (PAMPs: pathogen-associated molecular patterns) o 

microbios (MAMPs: microbe-associated molecular patterns). Entre las diferentes clases de 

receptores conocidos para elicitores, se tienen a las proteínas R y los receptores 

transmembranales con actividad de cinasas (RlKs). las proteínas R son generalmente 

responsables de la identificación de elicitores específicos codificados por los genes avr 

(de avirulencia) que producen la respuesta hipersensible en plantas en contra de estrés 

por patógenos. Este tipo de respuesta es el resultado de la expresión de genes de 

resistencia (R) a enfermedades los cuales permiten a la planta detectar y resistir cepas 
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patogénicas que expresan los genes complementarios llamados genes avr. Un gene avr 

promueve la producción de una única molécula señal por patógenos la cual funciona 

como un elicitor específico. Solamente aquellas plantas que llevan el gen complementario 

de resistencia responden a este elicitor y muestran la respuesta hipersensible (Goel et 

al., 2011). 

Es por la razón anterior que no todas las plantas responden a todos los tipos de elicitores 

o presentan una especificidad por el elicitor. Esta característica sugiere que las plantas 

tienen la capacidad de percibir un cierto número de moléculas estructuralmente diferentes 

como señales utilizando receptores específicos para cada tipo de elicitor. En 

consecuencia pueden responder a ellos a través de cambios fisiológicos y bioquímicos ; 

además que la especificidad del elicitor en conjunción con el tipo de tejido hospedero 

conducen a la producción de diferentes compuestos relacionados con el estrés (Goel, et 

al., 2011). 

La aplicación exitosa de la elicitación puede ser desafiante y requiere intensos 

procedimientos de ensayo y error, ya que no sólo aumenta la producción, sino que 

también puede resultar en la producción de nuevos compuestos. La elicitación también 

resulta en tasas aumentadas de acumulación, reduciendo así los tiempos totales de 

cultivo requeridos para obtener el producto, además de poder ser acoplada con otras 

técnicas de mejoramiento del rendimiento (Ahmed y Baig, 2014). Moreno et al., (1993) 

reportan el empleo de un precursor junto con la elicitación para mejorar los rendimientos 

de alcaloides indólicos en Catharanthus roseus. 

Otra ventaja de la elicitación es la habilidad para manipular la calidad del producto, es 

decir, para alterar los perfiles de producción de los diversos fitoquímicos, mediante el uso 

de mezclas de elicitores. En muchos sistemas de cultivo, la respuesta al elicitor también 

depende de la fase de crecimiento (exponencial o la estacionaria) y la edad del cultivo a 

la cual el elicitor es adicionado (Ahmed y Baig, 2014). 
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1.4.1. ÁCIDO JASMÓNICO 
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Figura 1.11. Estructura química del ácido jasmónico (Tomado de Creelman & Mullet, 1997). 

El ácido jasmónico (AJ) y su metil éster jasmonato de metilo (MeJa) son fitohormonas 

lipídicas, involucradas en la defensa como respuesta al ataque de patógenos en las 

plantas. Estos compuestos también conocidos como oxilipinas (ácidos grasos 

oxigenados), se originan de ácido linoléico y son liberados desde la membrana del 

cloroplasto por enzimas lipasas y subsecuentemente oxigenados por lipooxigenasas 

(LOXs) hacia derivados de hidroperóxidos (Balbi y Devoto, 2008). Ambos actúan como 

moléculas señalizadoras de la respuesta de plantas a numerosas situaciones de estrés y 

participan en diversos procesos de desarrollo. Entre las situaciones de estrés que regulan 

están las heridas (mecánicas o bióticas) , la exposición a ozono, sequía y el ataque por 

patógenos y plagas. Entre los procesos de desarrollo en los que participan los jasmonatos 

están el crecimiento de la raíz, la tuberización , la maduración de frutos , senescencia, 

desarrollo del polen y enrollamiento de zarcillos. Identificado y aislado por primera vez de 

un cultivo del hongo Lasiodiplodia theobromae, el AJ es el miembro más conocido y mejor 

caracterizado de la familia de los jasmonatos y puede ser modificado de varias maneras, 

tales como la conjugación como diferentes aminoácidos o mediante hidroxilación, 

originando la formación de compuestos de extrema importancia que activan genes de 

defensa en las plantas (Avanci , 2010) . 

La elicitación o un estímulo de estrés conduce a una rápida liberación de ácido a -linoléico 

a partir de un grupo de lípidos de la membrana celular vegetal , la cual , a través de una 

cascada de señalización intracelular induce la producción de metabolitos secundarios 

importantes para la defensa de la planta (Memelink, 2001). El ácido a -linoléico es 

convertido por una lipooxigenasa, una aleno óxido sintasa (AOS) y una aleno óxido 

ciclasa (AOC), en el intermediario ácido 12-oxo-fitod ienóico, que es convertido a AJ a 
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través de la acción de una reductasa y tres eventos de ¡3-oxidación (Mueller, 1997; Menke 

et al. , 1999). 

El ácido jasmónico y sus compuestos relacionados se han observado como transductores 

de señales para la producción de metabolitos secundarios de plantas (Farmer et al., 2003) 

(Figura 1.12). Los elicitores son percibidos por receptores específicos localizados en la 

membrana plasmática (o en el citoplasma) , que una vez activados pueden activar canales 

de iones y proteínas G, para así activar a las fosfolipasas (tales como la PLA2), a través 

de la señalización Ca2
+ o por acoplamiento a la proteína G. Las fosfolipasas hidrolizan 

fosfolípidos , tales como PC (fosfatidil -Colina) , en ácidos grasos y lisofosfatidilcolina 

(lysoPC), el primero puede ser un precursor de la biosíntesis de JA y oxilipinas 

relacionadas a través de la vía octadecanoide o puede ser epoxidado por especies 

reactivas de oxígeno para producir otra clase de oxilipinas pentacfclicas fitoprostanos . 

Todas estas oxilipinas pentacíclicas pueden activar la biosíntesis de metabolitos 

secundarios de plantas (Garcia-Brugger, et al., 2006) . 
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Figura 1.12. Esquema de la ruta biosintética del ácido jasmónico (JA) , incluyendo las oxilipinas 
intermediarias. Las principales enzimas están en negrita y subrayadas. La sfntesis comienza con 
el ácido a-linolénico liberado de las membranas de los cloroplastos , después de la acción de 
enzimas de las fosfolipasas. Al final , el ácido (12-0PDA) 12-oxophytodienoico se transloca a los 
peroxisomas, donde se somete a tres pasos de f3-oxidación , dando lugar a la formación de JA. 
Este esquema de sfntesis se basa en estudios de plantas de Arabidopsis thaliana. (Tomado de 
Avanci et al., 2010) . 

La aplicación exógena del AJ y MJ, afectan procesos fisiológicos, morfológicos y 

reproductivos, entre ellos la maduración de frutos, la producción de polen , el crecimiento 

de las raíces, almacenamiento de proteínas, la fotosíntesis, el cierre de estomas y el ciclo 

celular (Suhita et al., (2004). Asimismo inducen expresión de genes y actividades 

enzimáticas de monoterpeno sintasas y diterpeno sintasas (Faldt et al., 2003). Efectos 

que ponen en evidencia la actividad biológica del jasmónico sobre diferentes y diversos 

procesos vegetales (Abdala et al., 2003). 

29 



CAPITULO I 

1.4.2. SULFATO DE VANADILO HIDRATADO 
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Figura 1.13. Estructura qufmica del sulfato de vanadilo (Tomado de 
http://static.coleparmer. com/large images/ AG ROS21484. jpg). 

El vanadio (V) es un metal de transición del grupo V que se distribuye ampliamente en la 

naturaleza (Pyrzyríska y Wierzbicki 2004; Kaplan et. al 1990). Este elemento exhibe 

múltiples estados de oxidación, siendo los más frecuentes +2, +3, +4 Y +5. Al igual que 

otros elementos (Cu, Cd, Ni, Pb, Cr, Zn) también pueden estar presentes en los suelos 

contaminados (Vwioko et al. 2006). 

Aunque el vanadio ha sido identificado como un micronutriente esencial en algas verdes, 

concentraciones altas pueden alterar la fotosintesis del fitoplancton de agua dulce 

(Nalewajko et al. 1995) y causar cambios ultraestructurales en los cloroplastos de 

Chlorella fusca (Meisch et. al. , 1980). Un aumento en la formación de clorofila en 

respuesta a V se relaciona con el aumento en la biosintesis de porfirina, precursor del 

ácido 5- aminolevulinico (ALA), donde el elemento cata liza la transaminación dependiente 

de piridoxalfosfato de ácido 4,5-dioxivalérico (DOVA) en ALA. (Meisch y Bieling, 1980). 

Muchos compuestos de vanadio presentan efectos biológicos tanto en sistemas in vivo 

como in vitro. Se sabe que el vanadio promueve el transporte y el metabolismo de la 

glucosa, la biosintesis de lipidos, ADN y proteinas y presenta efectos mitogénicos en 

diversos tipos de células. Asimismo, numerosos compuestos de vanadio muestran 

actividad farmacológica, en especial como antitumorales y osteogénicos. Sin embargo, en 

cantidades apreciables (del orden mM) puede llegar a ser tóxico para el ser humano y 

otros animales. Su mecanismo de acción toxicológica no ha sido bien esclarecido, pero 

hay reportes que relacionan este metal con muchos procesos metabólicos, actuando 

como un potente inhibidor de algunas enzimas, incluyendo ATPasas, fosfatasas, cinasas, 

deshidrogenasas y ribonucleasas (Montiel , 2011 ; Okeson , 2004). 
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Respecto a los estudios realizados en humanos, no hay ninguna evidencia definitiva de 

que la deficiencia de vanadio deteriora la función biológica. A pesar de que se ha 

señalado que el elemento es un agente tóxico y la precaución que debe ser tomada 

durante la suplementación . Sin embargo, el vanadio mostró algunos papeles positivos, 

sobre todo en el control del desarrollo de enfermedades como el cáncer y la diabetes, 

esto gracias a su intervención en la peroxidación de lípidos (Mukherjee, et al. , 2004) . 

Finalmente, otra línea de investigación interesante sobre la bioactividad del vanadio es la 

comprensión de sus mecanismos de acción . Este tema está estrechamente relacionado 

con la activación de diversas señales intracelulares, la generación de radicales libres, el 

estrés oxidativo y la alteración de las proteínas del citoesqueleto (Etcheverry, 2009) . Los 

iones metálicos, en este caso los iones de vanadio pueden desempeñar un papel en la 

biología como contraiones (ion que acompaña una especie iónica y mantiene la 

neutralidad eléctrica) para una proteína, AON, ARN, y diversos organelos. El papel 

estructural se manifiesta a menudo por el mantenimiento de diversas estructuras 

biológicas, mientras que un papel funcional es clave para lograr la reactividad a un centro 

de reacción de una proteína. Los iones de vanadio tienen muchas funciones estructurales 

reflejadas por su analogía estructural y electrónica con el fósforo. Además, el ion de 

vanadio es un cofactor enzimático y se encuentra en ciertos tun icados y posiblemente 

mamíferos (Crans et al., 2004) . 

El sulfato de vanadilo (VOS04) es una forma catiónica del V (31 % de vanadio) (Jellin et 

al., 2006) que se ha estudiado como un posible elicitor de producción de metabolitos 

secundarios de algunas especies (Khosroushahi et al. 2006; Palazón et al. 2003,). Se ha 

reportado que sales de vanadio aumentan la acumulación de ácido rosmarínico en 

cultivos de células en suspensión de Lavandula en casi tres veces (Georgiev et al., 

2006a), mientras en células de Vitis sp ., se indujo sólo el isómero cis de resveratrol 

(Tassoni et al. , 2005). Aun cuando los científicos han realizado un gran esfuerzo en ese 

sentido, resta una ardua tarea para elucidar por completo los mecanismos de acción del 

vanadio (Etcheverry, 2009) . Usar la herramienta de CTV a través de la generación de 

raíces transformadas vía A. rhizogenes a partir de hoja de P. andrieuxii, permitirá 

establecer un modelo para la producción de AS in vitro en escala de matraz, y evaluar el 

uso de dos elicitores químicos seleccionados (ácido jasmónico y sulfato de vanadilo) . 
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JUSTIFICACiÓN 

Pentalinon andrieuxii es una especie de la familia Apocynaceae que se encuentra en la 

Península de Yucatán de la que se ha aislado ácido betulínico (ácido 3~-hidroxi-lup-

20(29)-en-28 oico) , un triterpeno pentacíclico natural tipo lupano, compuesto que exhibe 

una variedad de propiedades biológicas (Ieishmanicida, antiinflamatorio, antiedémico, 

anticancerígeno, antibacteriano, antiviral). 

La obtención de raíces pilosas (hairy roots) utilizando el método de transformación 

genética vía Agrobacterium rizhogenes se propone como una estrategia para incrementar 

la acumulación de metabolitos secundarios, esto gracias a su estabilidad genética, 

producción de biomasa y capacidad biosintética comparable o superior a la raíz de la 

planta nativa. Por ello, este sistema se implementó como modelo para obtener cultivos de 

raíces transformadas de P. andrieuxii a partir de hoja de plántulas in vitro para confirmar 

la síntesis de ácido betulínico en este modelo experimental y evaluar el efecto de 

elicitores químicos (ácido jasmónico y sulfato de vanadilo) en su producción . 

HIPÓTESIS 

Los cultivos de raíces transformadas inducidas partir de hojas de plántulas cultivadas in 

vitro de Pentalinon andrieuxii (Müll. Arg .) Hansen & Wunderlin que sean expuestos a 

elicitores químicos, aumentarán la producción de ácido betulínico. 

OBJETIVO GENERAL. 

Establecer cultivos de raíces transformadas de Pentalinon andrieuxii (Müll. Arg .) Hansen , 
& Wunderlin a partir de hojas y evaluar en escala de matraz el efecto de elicitores 

químicos (ácido jasmónico y sulfato de vanadilo) sobre la producción de ácido betulínico. 
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OBJETIVOS ESPECíFICOS. 

• Obtener Ifneas de rafees de P. andrieuxii transformadas con A. rhizogenes con 

capacidad de producir ácido betulínico. 

• Confirmar la trasformación genética de las líneas de raíces generadas, mediante la 

detección de los rolA y rolC en el ADN genómico. 

• Determinar la cinética de crecimiento de las líneas de rafees transformadas. 

• Ensayar el efecto de un elicitor biótico (ácido jasmónico) y uno abiótico (sulfato de 

vanad ilo) sobre la producción de ácido betulínico. 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental se presenta en la figura 1.14 consiste brevemente en: 

Además de contar con líneas de raíces transformadas de P. andrieuxii previamente 

establecidas ("Estudio de la biosíntesis en terpenoides en Pentalinon andrieuxil' , Yam 

Puc, 2013) se llevó a cabo la asepsia (1) Y germinación (2) de un nuevo lote de semillas 

de P. andrieuxii para llevar a cabo el proceso de transformación genética con A. 

rhizogenes usando la cepa ATCC14834 (3) . 

Como estrategia basal para continuar los experimentos, se llevó a cabo el mantenimiento 

de las líneas de raíces transformadas mediante resiembras periódicas (cada 20 días) y 

con ello asegurar la disponibilidad de material vegetal (4) . Con base en lo anterior, por un 

lado se confirmó la trasformación genética de las líneas generadas (4a) , mientras que por 

el otro, se caracterizaron estas mismas líneas mediante su cinética de crecimiento (4b). 

En paralelo, se trabajó con las líneas de rafees transformadas como un modelo para 

producir ácido betulínico en escala de matraz (5) de la siguiente manera: De acuerdo al 

resultado de cinética de crecimiento, en la línea que produjera mayor cantidad de 

biomasa, se determinó la presencia de ácido betulínico cualitativamente por 

Cromatografía de Capa Delgada (CCD) (5a) y su cuantificación por cromatografía líquida 

de alta resolución (HPLC) (5b) esto con la finalidad de determinar el punto en la curva de 

crecimiento que sería sometida para el ensayo con dos elicitores químicos (ácido 

jasmónico y sulfato de vanadilo) (6) , para finalmente , llevar a cabo la cuantificación de AS 

en las muestras de los tratamientos con los elicitores mencionados (7) . 
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Figura 1.14. Esquema de la estrategia experimental realizada. 
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CAPíTULO 11 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. OBTENCiÓN DE MATERIAL VEGETAL: PROTOCOLO DE GERMINACiÓN 
DE SEMillAS DE P. andrieuxii 

2.1.1. Asepsia de las semillas y tratamiento de pre-germinación 

Medios de cultivo 

• Medio PC. Semi-sólido y líquido (Phillips y Collins, 1979) - para germinación de 

semillas, transformación y mantenimiento de raíces (Para ver la composición del 

medio PC y sus componentes, revisar anexo 1 sección de APÉNDICES) . 

Semillas secas y maduras de P. andrieuxii se lavaron con detergente extrán al 5% durante 

cinco minutos en agitación constante. Una vez decantada la solución de extrán y 

enjuagadas las semillas con agua estéril tres veces, se agregó etanol al 70% dejándolas 

en agitación constante durante cinco minutos. Posteriormente, se decantó la solución de 

etanol y las semillas se enjuagaron tres veces con agua estéril, para entonces colocarlas 

en una solución de cloro comercial al 50% durante 20 min en agitación constante. 

Finalmente las semillas se lavaron con agua estéril cinco veces. 

Antes de colocarse en los medios de cultivo para su germinación las semillas se dejaron 

embebidas en agua estéril durante una hora. 

2.1.2. Condiciones de germinación 

Para la germinación de las semillas de se utilizaron frascos con 20 mL de medio PC semi­

sólido libre de reguladores de crecimiento (Phillips y Collins, 1979) esterilizados en 

autoclave (20 min a 120°C) En cada frasco se colocaron seis (6) semillas y se 

mantuvieron en un cuarto a una temperatura de 25 oC, en oscuridad total, durante 

aproximadamente dos semanas. 

Una vez germinadas las plántulas en estas condiciones (oscuridad) se pasaron a 

condiciones de luz continua hasta su utilización para los experimentos subsecuentes. 
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2.2. TRANSFORMACiÓN GENÉTICA 

2.2.1. Cepa bacteriana 

La cepa bacteriana de A. rhizogenes (A TCC 15834) utilizada para este trabajo fue donada 

por la Dra. Ma. Luisa Villareal Ortega del CEIB-UNAM Morelos. El protocolo de 

transformación consistió en: 

Cultivo de la cepa en 20 mL de medio YM (K2HP04 500mg/L, MgS04.7H20 200mg/L, 

NaCI 100mg/L, manitol 1000mg/L, extracto de levadura 400mg/L a un pH de 7.2 Y libre de 

antibiótico) por 49 horas en agitación constante de 200 rpm en un orbitador protegido de 

la luz. Posteriormente, se inocularon 10mL de medio YM con 200 IJL del cultivo e incubó 

por 24 en las mismas condiciones descritas. Se llevó a una dilución 1:1 (V: V) de este 

último cultivo con medio YM y adicionaron 10 IJL de una solución de acetosiringona 200 

mM. Este cultivo se incubó por 5 horas en las mismas condiciones . Como explantes se 

utilizaron segmentos de tallo, raíz y hoja de plántulas de dos meses de edad germinadas 

in vitro los cuales fueron sumergidos en el cultivo bacteriano (0.0 . = 0.1) descrito, 

adicionado con 25 IJL de acetosiringona 200 mM y sometidos a vacío durante 20 minutos. 

Los diferentes explantes infiltrados se secaron con una toalla de papel , se sembraron en 

cajas de Petri con medio PC semisólido libre de reguladores de crecimiento y se 

mantuvieron durante 5 días en obscuridad . Los explantes cocultivados se pasaron a 

frascos con medio PC semisólido y adicionado con claforán (500 mg/L) y se mantuvieron 

en condiciones de luz continua para promover organogénesis. Alrededor de cuatro 

semanas posteriores al proceso de transformación , sobre algunos de los explantes 

infectados se pude ver la formación de raíces mismas que una vez alcanzado una 

longitud aproximadamente de 10 cm, se cortan para ser transferidas a medio PC líquido 

con claforán (500 mg/L) manteniéndose a 25°C bajo luz continua. 
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2.2.2. Mantenimiento de raíces transformadas 

Las raíces se resembraron cada 20 días en medio PC líquido adicionado con Claforán 

(500mg/mL) . Para la resiembra , las raíces se seccionaron en dos o más partes, dando 

preferencia para su conservación a las más jóvenes, que se distinguieron por presentar 

una coloración verde-claro, en comparación con las raíces viejas que presentan una 

coloración pardo-oscura. Cada línea celular se mantuvo en las condiciones de crecimiento 

descritas, realizándose las resiembras necesarias para que la disponibilidad de las 

material vegetal fuera suficiente. 

2.3. GENOTIPIFICACIÓN DE RAíCES TRANSFORMADAS POR PCR 

2.3.1. Extracción de AON Vegetal. 

El método empleado para la extracción del ADN genómico fue el propuesto por Dellaporta 

et al, 1983. 

Reactivos: 

• Tris-HCI pH 8.0 (1 M) 
• EDTA pH 8.0 (0.5 M) 
• NaCI (0.5 M) 
• Alcohol isopropílico 
• Polivinilpirrolidona (PVP) 
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0.200 g de raíces frescas de la línea seleccionada fueron maceradas en nitrógeno líquido 

en un mortero hasta obtener un polvo fino, al cual se homogenizó en 400¡.JL de buffer de 

extracción (Tris-HCI 1 M, EOTA 1 M, NaCI 1 M, Na2S20s, PEG 8000 Y SOS 20%). El 

homogenizado se transfirió a un tubo para incubarse 1 hr a 60° C. Posteriormente, se 

adicionó un volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:25, V: V) , se agitó 

vigorosamente en vortex y se centrifugó a 13,000 rpm por 6 min para separar las fases 

acuosa y orgánica. Este proceso de extracción se repitió nuevamente sobre la fase 

acuosa (superior) . La fase acuosa recuperada de la segunda centrifugación, se trató con 

RNAasa 10mg/mL (5¡.JL) , incubándose a 3rC por 30 mino Se adicionó 0.7 vol. de 

Isopropanol y se dejó 30 mino a -20 oC antes de centrifugarse a 13,000 rpm por 15 min 

para obtener una pastilla a la que se le realizó un lavado con 400 ¡.JL de etanol al 80% 

compactándose nuevamente por centrifugación a 13,000 rpm por 15 mino Finalmente, la 

pastilla de AON se resuspendió en agua destilada (20 ¡.JL). La integridad del AON se 

corroboró mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer (Tris base, ácido 

acético glacial y EOTA 0.5M) con bromuro de etidio (10mg/mL) a 85 volts, para ser 

observado con luz ultravioleta en un transiluminador y capturar la imagen en un 

fotodocumentador. 

2.3.2. Amplificación de genes del ADN-T por PCR 

PCR es el acrónimo del inglés "Polymerase Chain Reaction" (Reacción en Cadena 

de la Polimerasa) . La idea básica de la técnica es sintetizar repetidamente un 

fragmento de AON limitado por dos iniciadores complementarios a cada una de las 

cadenas del AON, utilizando una polimerasa termoestable proveniente de la bacteria 

Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C) , de donde toma su 

nombre comercial de "taq polimerase". En una reacción de PCR se simula lo que sucede 

en una célula cuando se sintetiza el AON, ya que en un tubo se mezclan todos los 

ingredientes necesarios para hacerlo: la polimerasa , el AON del organismo que queremos 

estudiar -donde se encuentra el fragmento que queremos sintetizar-, los oligonucleótidos 

que se utilizan como iniciadores ("primers", cebadores, etc.) de la polimerización, 

dinucleótidos (dNTPs), que se coloca en las condiciones para que la enzima trabaje 

adecuadamente (Asuar, 2007). 
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Los PCR de este trabajo fueron dirigidos para identificar la presencia de los genes rolA y 

rolC, tanto en el ADN de las células bacterianas, como de las células de raíz de P. 

andrieuxii transformadas. Para las reacciones se utilizaron los pares de oligonucleótidos 

cuya secuencia se muestra a continuación, que son específicos para los genes referidos 

(Bonhomme et al., 2000), usando las condiciones de amplificación previamente descritas 

por Náder et al (2005) que son mostradas en el cuadro 2.1. 

• Oligonucleótidos rolA (número de acceso: X12579) 

5' - TGTGACAAGCAGCGA TGAGC -3' (forward primer) 

5'- GATTGCAAACTIGCACTCGC -3' (reverse primer) 

• Oligonucleótidos rolC (número de acceso: X64255) 

5'- CGTTGTCGGAATGGCCCAGACC -3' (forward primer) 

5'- CGTAGGTCTGAATATTCCGGTCC -3 ' (reverse primer) 

Cuadro 2.1. Condiciones de PCR para amplificación de los genes rolA y rolC (Náder et al, 
2005) 

Temperatura y Tiempo de la condición 

Gen Inicial Desnaturalización· Alineamiento· Extensión· 

rolA (248pb) 95°C x 5min 95° e x 1 min 50.2°e x 1 min 72°C x 1 min 

role (490pb) 95°C x 5min 95° e x 1 min 54.8°e x 1 min 72°C x 1 min 

*35 repeticiones (ciclos) consecutivas 
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2.4. CURVAS DE CRECIMIENTO 

Las cuatro (4) líneas de raíces transformadas (B, C, O, M) a partir de hoja de Pentalinon 

andrieuxii utilizadas en este trabajo ("Estud io de la biosíntesis en terpenoides en 

Pentalinon andrieuxit" , Yam Puc Jesús Alejandro, 2013. Tesis de doctorado) , se 

caracterizaron en cuanto a crecimiento a través del tiempo (cada tercer día en un curso de 

45 días). Esto se hizo generando curvas de crecimiento a partir de un inóculo inicial de 

1 gr de raíz y con tres (3) réplicas para cada punto de muestreo. 

Para cada punto de muestreo se registró la biomasa, peso fresco y peso seco (a partir de 

muestras liofil izadas) , así como la conductividad de los medios de cultivo , que fueron 

congelados para su posterior extracción . 

2.5. EXTRACCiÓN DE ÁCIDO BETULíNICO MEDIANTE LA PREPARACiÓN DE 
FRACCIONES DE POLARIDAD MEDIA A PARTIR DE RAíCES 
TRANSFORMADAS Y MEDIOS DE CULTIVO DE P. andrieuxií 

Las raíces transformadas liofilizadas fueron extraídas por maceración en metanol por 24 

horas tres veces. Después de cada extracción el disolvente fue removido por decantación 

y eliminado a presión reducida en un rotavapor, dando lugar a los extractos crudos 

metanólicos. Estos extractos metanólicos fueron extraídos por sonicación con cloruro de 

metilo (CH2CI2) durante media hora y colocados en viales de vidrio previamente pesados y 

debidamente etiquetados. 

Los medios de cultivo de cada punto de muestreo (1 OOmL), se sometieron a una partición 

líquido-líquido con acetato de etilo (AcOEt) en proporción 2:1, con ayuda de un embudo 

de separación. Después de cada extracción el disolvente fue removido a presión reducida 

en un rotavapor dando lugar a los extractos de medio de cultivo. 
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2.6. ANÁLISIS DE ÁCIDO BETULíNICO POR CROMATOGRAFíA DE CAPA 
DELGADA (CCD) y CROMATOGRAFíA LíQUIDA DE ALTA RESOLUCiÓN 
(HPLC) 

Para determinar la presencia de ácido betulínico en los extractos de acetato de etilo 

(medios de cultivo) y metanólicos (raíces) de las diferentes líneas de raíces, fue utilizando 

una cromatoplaca con una cubierta de sílice empleándose un sistema de elución de 

Hx/CH2CI2/An (Hexanol Diclorometanol Acetona) 6:2:2. La visualización de los 

compuestos se hizo a través de la reacción con el agente revelador ácido fosfomolíbdico y 

se realizó un calentamiento a 100° C para observar la presencia de ácido betulínico de un 

color violeta característico, con respecto a un estándar de Sigma (855057) . 

De acuerdo a los reportes de De Oliveira (2001), Zhao (2007) y Kumar (2010) respecto a 

la separación y cuantificación de ácido betulínico por HPLC, se empleó un sistema de 

acetonitrilo 100% (isocrático) por 10 min, con un flujo de 1 mL Imin, utilizando una 

columna Waters 250*4.5 mm (5 micrometros), con una lectura de detección a 210 nm. La 

fase móvil (acetonitrilo 100%) fue elegida con el fin de minimizar el ruido de fondo y para 

mejorar el límite de detección dado que durante la detección UV de onda corta como en 

este caso, la absorción del acetonitrilo es más baja que la de metanol, haciendo al 

acetonitrilo apropiado para el análisis por HPLC (Bae, 1996). 

Las muestras inyectadas fueron preparadas con metanol (grado HPLC) al 1 %, haciendo 

tres (3) inyecciones de cada una (10 minutos cada inyección). La curva de calibración fue 

preparada con la referencia de ácido betulínico de Sigma. 

Para el análisis y cuantificación por HPLC, sabemos que el pico cromatográfico 

representa una campana de Gauss, que es la distribución de las moléculas que eluyen a 

lo largo del tiempo. La cuantificación del pico conlleva la evaluación del número de 

moléculas de cada soluto (cada pico) y por tanto, la cantidad o concentración de la 

misma. El análisis cuantitativo se basó en la comparación de la altura o el área del pico 

del analito con la del estándar inyectado (AB-Sigma); esto con la ayuda de una curva de 

calibración lineal construida bajo las mismas condiciones cromatográficas y con ella, el 

cálculo de la ecuación de la recta, para sustituir el valor promedio de cada una de las tres 

repeticiones inyectadas por muestra del experimento de elicitación . 
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2.7. USO DE ELlCITORES PARA INCREMENTAR LA PRODUCCiÓN DE ÁCIDO 
BETULíNICO 

Debido a sus propiedades de crecimiento (ver resultados 3.3) , se seleccionó la línea D de 

raíces para ensayar el efectos de los elicitores. Para ello, en el día 30 de crecimiento se 

aplicaron como elicitores ácido jasmónico (Sigma - J2500) o sulfato de vanadilo (Sigma -

233706) en dosis de 100, 200 Y 400 I-lM siguiendo un curso temporal de 24, 48 Y 72 horas 

(usando DMSO para diluir el AJ yagua estéril para sulfato de vanadilo , esterilizados por 

filtración) de cosecha posteriores a la elicitación , en relación con otro sin elicitor. Los 

tratamientos se aplicaron por triplicado y el análisis para evaluar el efecto de los elicitores 

sobre la producción de ácido betulínico en este sistema se determinó de manera 

cualitativa por CCD y cuantitativa por HPLC siguiendo la metodología previamente 

descrita. 

58 



CAPITULO II 

BIBLIOGRAFíA 

Asuar, L. E. (2007) Guía práctica sobre la técnica de PCR. En : Eguiarte, L., Souza, V & 

Aguirre, X. Ecolog ía Molecular. SEMARNAT, México. Pp: 517- 540 

Bae, K.H. , S.M. Lee, E.S. Lee , J.S. Lee & J.S. Kang (1996) . Isolation and quantitative 

analysis of betulinic acid and alphitolic acid from Zizyphi fructus. Yakhak Hoeji 40, 

558-562. 

Bonhomme, V ., O. Laurain-Mattar, J. Lacoux, M.A. Fliniaux & A. Jacquin-Oubreuil (2000) . 

Trepane alkaloid production by hairy roots of Atropa belladonna obtained after 

transformation with Agrobacterium rhizogenes 15834 and Agrobacterium 

tumefaciens containing rolA , B, C genes only. Journal of Biotechnology 81 (2) , 

151 -158. 

Oellaporta, S.L. , J. Wood & J.B. Hicks (1983) . A plant ONA minipreparation : version 

11. Plant Molecular Biology Reporter 1 (4) , 19-21 . 

Kumar, D., S. Mallick, J. R. Vedasiromoni & B. C. Pal (2010) . Anti-Ieukemic activity of 

Dillenia indica L. fruit extract and quantification of betulinic acid by 

HPLC. Phytomedicine 17 (6) , 431 -435. 

Náder, B.L. , A.T.C. Taketa, G. Iturriaga, R. Pereda-Miranda y M.L. Villarreal (2005) . 

Genetic transformation of Galphimia glauca by Agrobacterium rhizogenes and the 

production of norfriedelanes. Planta Medica 70 (12) , 1174-1179. 

Oliveira , B. H. D., C. A. Santos & A. P. O. Espíndola (2002) . Oetermination of the 

triterpenoid , betulinic acid , in Doliocarpus schottianus by HPLC. Phytochemical 

Analysis 13 (2) , 95-98. 

Zhao, G., W . Yan & O. Cao (2007) . Simultaneous determination of betulin and betulinic 

acid in white birch bark using RP-HPLC. Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis 43 (3) , 959-962 . 

59 





CAPITULO 111 

CAPíTULO 111 

3. RESULTADOS y DISCUSiÓN 

3.1. OBTENICIÓN DE CULTIVOS DE RAíCES TRANSFORMADAS DE P. 

andrieuxii 

Además de contar con cuatro (4) líneas (B.C, O y M) de ra íces transformadas a partir de 

hoja que fueron establecidas previamente en el laboratorio (Yam Puc, 2013), se 

obtuvieron nuevas líneas de raíces transformadas a partir de explantes de hoja, raíz y 

tallo de plántulas germinadas in vitro de Pentalinon andrieuxií empleando la cepa 

ATCC15834 de A. rhizogenes. Los diferentes explantes formaron raíces en los sitios de 

infección alrededor de seis (6) semanas posteriores a los tratamientos con cefotaxima y 

su cultivo en medio PC semisól ido (Figura 3.1) . Una vez que las raíces alcanzaron una 

longitud de entre 2 y 5 cm aproximadamente, fueron cultivadas en matraces (250mL) con 

medio líquido PC libre de reguladores de crecimiento (con cefotaxima a 250 mg/L) y 

colocados en un orbitador a 95 rpm dentro del cuarto de cultivo con luz continua. En el 

cuadro 3.1 se muestra el resultado obtenido a partir de este evento de transformación 

genética, así como las líneas obten idas a partir de dicho experimento. 

Cuadro 3.1. Transformación genética con A. rhizogenes en hojas , tallos y ra fces de P. andrieuxii 

Explante Número de Explantes Rafces cult ivadas en medio Líneas de 

explantes cultivados en medio pe Ifquido libre de rafces 

infectados pe semisó lido reguladores de crecimiento obten idas 

Hoja 100 100 % 14 6 (Líneas O, 

O, S, T, U, V) 

Tallo 100 100 % 10 2 (lfnea A y e) 

Raíz 100 100 % 6 Ninguna 
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Hoja Tallos Raíces 

Figura 3.1. Raíces transformadas de Pentalinon andrieuxii a partir de hojas, tallos y raíces. La 
figura muestra el crecimiento de raíces en los sitios de infección tras 6 semanas de cultivo en 
medio pe libre de reguladores de crecimiento en los tres explantes utilizados para el proceso. 

Para el desarrollo de este trabajo, se inició la caracterización de los cultivos previamente 

establecidos (8, C, D, M), mientras que las raíces producto de un nuevo evento de 

transformación genética y usando los tres explantes, se siguieron cultivando con el fin de 

mantenerlos pero no fueron incluidos en la caracterización por motivos de tiempo para 

continuar desarrollando las metodologías planteadas. 

3.2. AMPLIFICACiÓN DE LOS TRANSGENES rolA Y rolC POR PCR. 

Para confirmar la transformación genética de las líneas de raíces empleadas en este 

trabajo (8, C, D y M), se amplificaron los genes de origen bacteriano rolA y rolC a partir de 

ADN extraído de los cultivos. la extracción de ADN genómico de las raíces transformadas 

se realizó con tres métodos diferentes (Khanuja et al., 1999 y Dellaporta et al., 1983 y 

Dellaporta + modificaciones) descritos en la metodología. los tres métodos resultaron 
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eficientes para la extracción de ADN de alto peso molecular (Figura 3.2), pero como con 

el método de Dellaporta et al., 1983 (Figura 3.2: 2) aparentemente se obtuvo un mayor 

rendimiento, este fue usado para las extracciones posteriores. 

12,000 12,000 -. 

506 506 -. 

INV 

Figura 3.2. Gel de electroforesis con las muestras de ADN genómico extraído de raíces 
transformadas de P. andrieuxii. Se muestran imágenes de exposición a luz UV (UV) y exposición 
invertida (INV). Gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de Etidio ; 1 Kb: Marcador; 1: Método 
Dellaporta et al, 1983 (modificado) ; 2: Método Dellaporta et al, 1983; 3: Método Khanuja et al, 
1999. 

Antes de amplificar los genes rol en el ADN genómico de raíces transformadas, se realizó 

la amplificación de genes rolA y rolC del plásmido Ri por PCR con iniciadores específicos 

para cada gen. Dado que las condiciones descritas por Nader et al, 2005 para el paso de 

alineamiento son diferentes a las Tm calculadas para los oligonucleótidos, inicialmente se 

hizo un PCR con gradientes de temperatura (Cuadro 3.1), que permitiera encontrar la 

temperatura de alineamiento óptima para cada par de iniciadores. Como se muestra en la 

figura 3.3 para rolA (248 bp) la mejor temperatura de alineamiento fue de 50. 2°C (Figura 

3.3, carril 2) , mientras que para rolC (490 bp) las tres temperaturas de alineamiento 

probadas permitieron su amplificación , por lo que para este gen en lo subsecuente se 

usaron las condiciones de alineamiento reportadas de 54.8°C (Nader et al, 2005) (Figura 

3.3 carril 6) . 
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Cuadro 3.2. Cond iciones de PCR probadas para la amplificación de los genes rolA y rolC. 

Condición (Temperatura y Tiempo) 

Gen Inicial Desnaturalización Alineamiento (gradiente) 

rolA 50. 2°C 

(248pb) 95°C x 5min 95° C x 1 min 59.4°C X 1min 

67.1°C 

rolC 50.2°C 

(490pb) 95°C x 5min 95° C x 1 min 54. 8°C X 1min 
57 .1°C 

*Con 35 ciclos de desnaturalización , alineamiento y extensión. 

2,036 
1,636 

506 

lKb 1 2 3 4 5 6 7 

Extensión* 

72°C x1 min 

72°C x1 min 

Figura 3.3. Gel de electroforesis con los productos de amplificación de los genes rolA (carriles 2-
4) Y rolC (carriles 5-7) a partir de ADN plasmid ico de Agrobacterium rhizogenes ATCC15834 . 
Imagen de exposición a luz UV. Gel de agarosa al 1%.Teñido con Bromuro de Etidio. Marcador 1 
Kb DNA Ladder. 1: ADN plasmídico (ATCC 15834); 2: rolA (50.2 OC) ; 3: rolA (59.4 OC) ; 4: rolA 
(67.1 OC) ; 5: rolC (50 .2 OC) ; 6: rolC (54.8 OC) ; 7: rolC (57.1 OC). 

Con las condiciones establecidas, se amplificó por PCR el gen rolA (248 bp) a partir de 

ADN genómico (400 ng) de las cuatro líneas B, C, D y M de raíces transformadas a partir 

de hoja de Pentalinon andrieuxii (Figura 3.4). 
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1 2 3 4 5 

500 

300 • 
200 • 100 • 

lOOpb 1 2 3 4 

Figura 3.4. Gel de electroforesis con los productos de amplificación del gen rolA amplificado por 
PCR. Se muestran imágenes de exposición a luz UV e invertida de los productos de PCR 
obtenidos a partir de ADN genómico de raíz transformadas . Gel de agarosa al 1 % teñido con 
Bromuro de Etidio. Marcador 100 pb DNA Ladder. 1: ADN plasmídico; 2: linea B; 3: linea C; 4: 
línea D; 5: línea M. 

Simultáneamente se intentó la amplificación del gen ro/C en las líneas B y D, pero no fue 

posible obtener productos de PCR en ninguna de las condiciones previamente 

optimizadas para la amplificación de ADN plasmídico. Intentando resolver este problema, 

se probó un gradiente más amplio de temperaturas de alineamiento (46.9, 47.3, 48.4, 

50.1, 52.2, 54.5, 57 .0, 59 .3, 61 .5, 63.3 Y 65.1°C) utilizando ADN genómico la línea By D 

como templado. Sin embargo, en ninguna de las condiciones ensayadas fue posible 

amplificar el gen ro/C a partir de ADN de las raíces (Figura 3.5). Este resultado podría 

sugerir que este gen no está insertado en el genoma de las líneas B y D, cuya naturaleza 

transgénica quedó confirmada con la amplificación de ro/A. Como alternativas, queda por 

intentar demostrar la presencia de otros de los genes portados en el plásmido Ri (ro/B y 

ro/D) , así como la amplificación de ro/C en las otras líneas de raíces transformadas (C y 

M) utilizadas en este trabajo y no sometidas a la genotipificación de su ADN por motivos 

de tiempo. 
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lkb CTR 1 

12,216 

2,036 . ,..!It 
1,636 !=!t'lllll"" 

506 

2 3 4 5 6 7 

Figura 3.5. Gel de electroforesis con los productos de amplificación del gen rolC amplificado por 
PCR. Se muestra la imagen invertida de exposición a luz UV de un Gel de agarosa al 1 % teñido 
con Bromuro de Etidio, conteniendo los productos de PCR del gen rolC obtenidos sobre AON 
plasmfdico (CTR) y sobre AON genómico de rafees transformadas de la Ifnea B a diferentes 
temperaturas de alineamiento. 1: 46.9°C; 2: 47.3°C; 3: 48.4°C; 4: 50 .1 oC; 5: 52.2°C; 6: 54.5°C; 7: 
57.0°C. Revelado por exposición a luz UV. 1 kb representa el marcador de masa molecular. 

3.3. CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS DE RAíCES 

TRANSFORMADAS DE P. andrieuxii 

Para la caracterización de los cultivos de raíces transformadas previamente establecidas 

utilizadas en este trabajo, se establecieron curvas de crecimiento de 45 días para las 

cuatro líneas de P. andrieuxii (B, C, D, M) considerando diferentes parámetros de 

crecimiento, incluyendo el peso fresco el peso seco y la conductividad del medio de 

cultivo para cada una, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado de materiales y 

métodos. La figura 3.6 muestra un esquema general de una curva de crecimiento 

empleada para caracterizar cada una de las líneas con las que se trabajó . 
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CURVA DE CRECIMIENTO 
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Figura 3.6. Esquema general de la curva de crecimiento establecida para cada línea de 
raíces transformadas de p , andrieuxii, Se indican los parámetros evaluados peso fresco, 
peso seco y conductividad (Eje de las Y) a través de los diferentes días de cultivo 0-45 
días (eje de las X) , 

Se construyeron tablas correspondientes para cada uno de los parámetros medidos y 

para cada una de las líneas caracterizadas (ver sección apéndices) , En la figura 3.7 se 

muestran las gráficas correspondientes al peso fresco (inciso A) , peso seco (inciso B) y 

conductividad del medio de cultivo (inciso C), para las diferentes líneas de raíces 

transformadas bajo estudio, Se puede observar que a partir del día 30, tres de las cuatro 

líneas caracterizadas (líneas B, C, M) alcanzaron su máximo crecimiento, mientras que la 

línea D alcanzó su fase estacionaria hasta el día 45, También se observa un punto de 

convergencia en la producción de biomasa entre las cuatro líneas a los días 33, 36 y 39. 

Por su parte, la conductividad eléctrica del medio de cultivo es definida como la capacidad 

del agua para conducir la electricidad. Esta corriente eléctrica es transportada por los 

iones en solución y por lo tanto, el aumento de la concentración de iones provoca un 

aumento en la conductividad (Crites & Tchobanoglous, 2000) . De tal manera, la 

disminución de la conductividad eléctrica a lo largo de los días de cultivo, representa el 

aprovechamiento de los iones disueltos en el medio (Phillips & Collins, 1979), lo cual , 

queda evidenciado en la gráfica de la figura 3.7: inciso C donde se puede ver la 

disminución de los valores de este parámetro en función del tiempo de cultivo de la curva 

de crecimiento, 
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(B) 

(C 
Figura 3.7. Gráfica del peso fresco (A) , peso seco (B) y conductividad del medio (C) durante los 
diferentes días de cultivo (3-45 días) de las cuatro líneas de raíces de P. andrieuxií bajo estudio 
(B, e, D, M). 

Con estas observaciones, la línea D, que presentó un crecimiento continuo durante los 45 

días de cultivo y la mayor producción de biomasa con respecto a las otras líneas (índice 

de crecimiento: 5.66%) se seleccionó como candidato para la determinación cualitativa de 
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AB mediante análisis por CCD. 

3.4. DETERMINACiÓN DE ÁCIDO BETULíNICO EN RAíCES 

TRANSFORMADAS DE Pentalinon andrieuxii POR CCD 

La presencia de AB se evaluó por CCD tanto para las muestras de raíces de la línea D, 

como para los medios de cultivo correspondientes, en relación a una referencia de 3IJQ 

(Figura 3.8). Como puede observarse en la figura 3.8, las raíces alcanzaron niveles 

comparables a la referencia a partir del día 30 de cultivo (muestra 10) las cuales revelaron 

la presencia de una banda con un valor de Rf de 0.55, que coincidió con la referencia de 

AB, mientras que el AB fue excretado al medio de cultivo en bajas cantidades. Se debe 

resaltar que entre los días 33 y 36, de acuerdo a la curva de crecimiento, se inicia una 

fase estacionaria de crecimiento. 

Figura 3.8. Perfil cromatográfico por CCD de las fracciones de polaridad media de raíces (R) y 
medios (M) de la curva de crecimiento de la línea D. Sistema de elución: HxlCH2CI2iAn 6:2:2. 
Referencia: AS - sigma. 

Considerando estas observaciones, para comparar la acumulación de AB en las cuatro 

líneas bajo estudio, se realizó CCD con muestras de los días 33 y 36 del ciclo de cultivo 

de las curvas de crecimiento correspondientes (Figura 3.9). La presencia de AB se 

detectó tanto en las raíces como en los medios de cultivo de las cuatro líneas. Con base 

en el resultado de este experimento, se estableció el día 30 de cultivo como un punto 

adecuado para evaluar el efecto de los elicitores en la biosíntesis de AB. 
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Línea D Línea M Línea B 

........ 1" ...-.. (ÁclcIo Betutlnlcol 

33· raices 
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3 36· raiees 

4 36- medio 

5 33- rafces 

6 33· medio 

--1---- -----;;--11 36- raíces 
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9 33· rafces 

10 33- mediO 
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Figura 3.9. Perfil cromatográfico por CCO de los extractos de polaridad media de raíces y medios 
de los días 33 y 36 de cultivo de las cuatro líneas bajo estudio.R: referencia ácido betulínico; 1: día 
33 - raíz; 2: día 33 - medio; 3: día 36 - raíz; 4: día 36 - medio; 5: día 33 - raíz; 6: día 33 - medio; 
7: día 36 - raíz; 8: día 36 - medio; 9: día 33 - raíz; 10: día 33 - medio; 11 : día 36 - raíz; 12: día 36 
- medio; 13: día 33 - raíz; 14: día 33 - medio; 15: día 36 - raíz; 16: día 36 - medio. Sistema de 
elución: HxlCH2CI2/An 6:2:2. Referencia: AB - Sigma. 

3.4. EVALUACiÓN DEL EFECTO DE EUCITORES: ÁCIDO JASMÓNICO y 

SULFATO DE VANADILO EN LA PRODUCCiÓN DE ÁCIDO BETULíNíco 

la elicitación de la síntesis de AS empleando ácido jasmónico (AJ) y sulfato de vanadilo 

(VOS04) se realizó siguiendo un curso temporal de 24h (día 31) , 48h (día 32) y 72h (día 

33) de cosecha post-elicitación , empleando como tratamientos concentraciones de 100, 

200 Y 400 11M de cada elicitor en la línea o. Cabe señalar, que fenotípicamente, la 

exposición de las raíces transformadas a los tratamientos con los elicitores utilizados se , 
observó diferente al de las raíces testigo. El aspecto de las raíces elicitadas fue de un 

color oscuro, con tejido notablemente afectado especialmente en los tratamientos de 

mayor tiempo de exposición (72h) y con una dosis elevada (400mM) . El tratamiento de 

extracción de AS fue llevado a cabo de acuerdo a lo descrito en la sección de materiales y 

métodos. 

la CCO reveló que la acumulación de AS en este experimento de elicitación fue mayor 

en las muestras de raíz en respuesta a AJ (Figura 3.10 inciso 2), en todas las 

condiciones analizadas (concentración del elicitor y tiempo de cosecha) ; si bien la 

acumulación es claramente menor a la alcanzada en las condiciones control. En estas 
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condiciones, la presencia de AS tampoco fue detectada en las muestras de raíz en 

respuesta al VOS04 (Figura 3.11 inciso 2), ni en los medios de ambos tratamientos 

(Figura 3.12 inciso 1) y (Figura 3.12 inciso 1). Por otra parte, se observó la aparición de 

otro compuesto en el perfil cromatográfico en una Rf de 0.6 y ante esta situación, se 

planteó buscar un sistema de elución que permitiera una mejor separación de los 

compuestos de las muestras del ensayo de elicitación con la finalidad de comprobar la 

presencia de AS y con ello, no se confundiera con las bandas que aparecían en una Rf 

mayor al de la referencia. 

R Referencia (Ácido 
Betulinlco) 

1 AJ (24h) OIJM 

2 AJ (48h) OIJM 

3 AJ (72h) OIJM 
(1 ) 

4 AJ (24h) 100IJM 

5 AJ (48h) 100IJM 

6 AJ (72h) 100IJM 

7 AJ (24h) 200IJM 

8 AJ (48h) 200IJM 

9 AJ (72h) 200IJM 

¡... .. u~. ~ • .... '.1'" /'" ...... , 
I .""~ ~ i ,. 

Figura 3.10. Perfil cromatográfico por CCO de las fracciones de polaridad media pertenecientes al 
tratamiento con AJ de los medios de cultivo (1) Y raíces (2) de la línea O. Sistema de elución: 
HxlCH2CI2/An 6:2:2. Referencia: AS - Sigma. 
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R Referencia (Ácido 
BetuHnlco) 

AS 1 VOS04 (24h) O~M 

2 VOS04 (48h) O~M 

3 VOS04 (72h) O~M 

4 VOS04 (24h) 100~M 

5 VOS04 (48h) 100~M 

6 VOS04 (72h) 100~M 

R 1 2 3 4 5 6 7 8 9 7 VOS04 (24h) 200~M 
(1 ) 

8 VOS04 (48h) 200~M 

9 VOS04 (72h) 200~M 
, , 

r:!i.:1' ~ ,- ,~~; _~~J" /~!~~.~ 1.-

i~-;¡,;} :c ' ,,~{t:~ 1'''' r ¡, . 
~~""~\ ".. ~"'Ik~ .. ~,~1~ 'a.J' '1 ' I 

(2) 

Figura 3.11. Perfil cromatográfico por CCO de las fracciones de polaridad media pertenecientes al 
tratamiento con VOS04 de los medios de cultivo (1) Y raíz (2) de la Ifnea O, Sistema de elución: 
HxlCH2CI2/An 6:2:2. Referencia : AS - Sigma. 
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Observado lo anterior, y con la finalidad de confirmar la presencia de AS antes de su 

cuantificación , se usó el sistema de elución CH2CI2IAn (Diclorometano / acetona 95:5) 

para las muestras de raíz con ambos tratamiento. Este sistema permitió una mejor 

separación de los compuestos y con ello una visualización del efecto en la biosíntesis de 

AS sobre los diferentes tratamientos a los que fueron sometidas las raíces transformadas. 

El resultado se muestra en la figura 3.12, en la que se puede observar una mayor 

presencia de AS en las muestras testigo con respecto a las muestras de los tratamientos 

para ambos elicitores.· Un dato interesante fue reafirmar la aparición de bandas más 

intensas con una Rf de 0.82 (señalados en la figura con una flecha roja) en ambos 

tratamientos, que no se apreciaron de la misma forma en las muestras de los testigos. 

---. Referencia (AS 
AS 

(24h) OIJM 

(48h) OIJM 

(72h) OIJM 

(24h) 100IJM 

5 (48h) 100IJM 

6 (72h) 100IJM 

7 (24h) 200IJM 

8 (48h) 200IJM 

(2) Elicitación con AJ (raíces) 

Figura 3.12. Perfiles por CCO de las fracciones de polaridad media comparando 
los tratamientos con AJ (1) Y VOS04 (1) en muestras de raíces de la línea O. Sistema de elución : 
HxlCH2CI2IAn 95:5. 
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El análisis de HPlC de los extractos de raíces sometidas a los trafamientos de elicitación 

se realizó empleando un sistema isocrático de acetonitrilo 100% por 10 min con un flujo 

de 1 ml/min utilizando una columna Water 250*4.5 mm (5 micrometros) . la detección se 

hizo por UV, fijando lectura de detección a 210 nm y como referencia se empleó una 

solución de 1 mg/ml del estándar comercial de ácido betulínico (Figura 3.13). Este 

presentó un tiempo de retención de 6.77 mino A partir de esto se preparó una curva de 

calibración de AS cubriendo un rango entre 0.003 y 0.2 ~g (Figura 3.14). 
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Figura 3.13. Perfil cromatográfico por HPLC del estándar de ácido betulínico (Sigma) a una 
concentración de 1 mg/mL de disolvente. 
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Figura 3.14. Curva de calibración de ácido betulínico (AS). Se muestran los datos de la ecuación 
de la recta correspondiente. 
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los cromatogramas obtenidos de las muestras del experimento de elicitación con 

VOS04 y AJ mostraron picos a tiempos de 6.8 min que de acuerdo al cromatograma 

obtenido con el estándar comercial (Sigma - 855057) , corresponden al AB. Además, se 

presentaron otros picos significativos cercanos al de AB, que muy probablemente revela 

la presencia de compuestos, también observados en los análisis por CCD. las figuras 

3.15 y 3.16 muestran dos cromatogramas correspondientes a las muestras del 

experimento de elicitación con VOS04 y AJ , respectivamente. 

0 .040 ~----------------~-----------------------------------------' 

0.030 

::> 0.020 
« 

0.010 

AB 

~/ 
o.OOO ~~~~~~~~~~::::::::~:=::::=:=:::::::~:::::=:::::::J 

1 " I I " I I 1 ' l ' ' 1' I I 

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6 .00 7.00 8.00 9.00 10.00 
Minutes 

Figura 3.15. Perfil cromatográfico por HPLC de extractos de raíces expuestas a 100~M de VOS04 

por 24h; a una concentración de 1 mg/ml de muestra. 

0.040 

~ 0.020 ~ 0.030 

0 .0 10 ~ l /AO 
o .ooo ~~~~~~~~~)~~::,=,::, :,:,:,:,=:, :,:. :,:,=;nC::,~,fi~:::,:,:,::, ::,:,:,=,~~, , 

' , " 1' " I 

1.00 2 .00 3 .00 4 .00 5.00 6 .00 7.00 8.00 9 .00 10 .00 
Minutes 

Figura 3.16. Perfil cromatográfico por HPLC de extractos de raíces expuestas a 200~M de AJ por 
24h; a una concentración de 1mg/ml de muestra. 
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En las figuras 3.17 y 3.18 presentan las gráficas del resultado de la cuantificación de AS; 

mostrando el tiempo de tratamiento (eje de las X) contra la concentración (eje de las Y) 

como resultado de la elicitación con AJ y VOS04, respectivamente. En ambos casos, se 

observa un aumento progresivo sólo para los tratamientos testigo (barras azules) , 

sugiriendo que estos compuestos, o las condiciones de su aplicación, no tienen ningún 

efecto sobre la producción de AS en este sistema modelo. 
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3.4. DISCUSiÓN 

Dentro de los trabajos reportados respecto a la producción de ácido betulínico en modelos 

in vitro, se tienen el uso de biotransformación con hongos y bacterias (Chen et al., 2009; 

Chatterjee et al. , 2000); la biotransformación fúngica a partir de 100g de corteza 

pulverizada de Platanus orientalis arrojó datos de cuantificación de 0.69 9 de AB (Bastos 

et al., 2007); por Zhang et al., (2005) alcanzando 21 % de AB a partir de 200mg de 

extracto crudo empleando biotransformación con Nocarida sp. ; la determinación en 

extracto de corteza de abedul blanco (1.86% de 20g de extracto crudo) (Zhao et al. , 2007) 

y un método de síntesis (Csuk et al., 2006). En cultivo de suspensiones celulares de 

Lantana camara L. se ha reportado la acumulación de triterpenos pentacíclicos (entre 

ellos AB) alcanzando valores de 3.1 % de AB a partir de 50g de masa celular (Srivastava 

et al., 2010); adicionalmente Fan et al., (2013) evaluaron el efecto de elicitores fúngicos 

(Phomopsis sp) en cultivos de Betula platyphylla para la producción de triterpenos desde 

un enfoque molecular haciendo cuantificaciones por PCR cuantitativo. 

Con sistemas similares, Hayashi et al. , (1988) realizaron un trabajo donde a partir de 73g 

de callos (provenientes de raíz, tallo y hoja) y suspensiones celulares de Glycyrrhiza 

glabra no encontraron cantidades detectables de glicirrina, el mayor triterpeno tipo 

oleanano en raíz encontrado en la especie; sin embargo, AB fue detectado en callos 

generados a partir de raíz, (0.01-0.1 mg); también Ikuta et al., (1995) aislaron AB a partir 

de cultivo de callo de Paeonia japonica, P. lactiflora y P. suffruticosa. 

Los trabajos publicados al respecto de la producción de AB en cultivos de raíces 

transformadas son escasos. En raíces transformadas de Cassia obtusifolia se 

identificaron siete antraquinonas, junto con ácido betulínico, estigmasterol y sitosterol 

(Gua et al., 1998). La identificación de estos compuestos fue por métodos 

espectroscópicos y no se reportó su cuantificación. 

De acuerdo al marco bibliográfico resumido, el cultivo de raíces transformadas de P. 

andrieuxii en sentido estricto representa el primer trabajo enfocado para la producción de 

ácido betulínico en este tipo de sistema, lográndose una acumulación en el rango 0.001-

0.002 mg por seco. Ciertamente las raíces transformadas no respondieron a la elicitación 

con AJ y VOS04 para impactar la producción de AB, pero de acuerdo a los análisis por 
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CCD, si mostraron un patrón de producción de otros metabolitos (Figura 3.12) cuya 

naturaleza química actualmente se desconoce. 

De acuerdo a la hipótesis planteada para este trabajo, está resultó rechazada de acuerdo 

a los resultados obtenidos derivados de los ensayos experimentales, pues el AS no 

aumentó en los cultivo de raíces transformadas de P. andrieuxii. tras haber sido 

sometidos a tratamientos con los elicitores AJ y sulfato de vanadilo. 

Tratando de entender la limitada respuesta de los elicitores probados sobre la producción 

de AS en las raíces transformadas de P. andrieuxii, se puede mencionar que el efecto de 

un elicitor en el rendimiento de un metabolito secundario depende de la dosis, el tiempo 

de exposición y la edad del cultivo . Para elicitores de origen biótico, las dosis efectivas se 

encuentran en el rango de los 50 - 300 ¡.¡g/mL, mientras que para compuestos e elicitores 

abióticos, las dosis adecuadas son normalmente expresadas en unidades molares, 

variando el rango de ¡.¡M a mM (Wang, et al. , 2013). Sin embargo, en la mayoría de los 

estudios las dosis de elicitor aplicadas han sido escogidas de manera empírica o 

mediante ensayos prueba y error debido parcialmente a la naturaleza cruda y 

químicamente indefinida de la mayoría de las preparaciones de elicitores. En todo caso, 

los resultados del presente trabajo , indican que las concentraciones ensayadas (100, 200 

Y 400 ¡.¡M) , no fueron las adecuadas para estimular un aumento de AS en las raíces 

transformadas de P. andrieuxii, ya que no tuvieron el efecto esperado y claramente 

difieren de lo reportado por Sivakumar et al. 2005 (ácido jasmónico) y Shagwath y HjOrts0, 

1990 (sulfato de vanadilo) , que obtuvieron incrementos de 4 y 8 veces, sobre la 

producción de ginsenósidos y tiarubrina A, respectivamente . 

Otro factor importante de considerar para la producción de metabolitos en raíces 

transformadas es el tiempo o la edad del cultivo para la aplicación del tratamiento de 

elicitación (Ahmed y Saig, 2014) . La elicitación en la fase exponencial , particularmente al 

final de esta e inicio de la estacionaria es generalmente más favorable, mientras que la 

elicitación demasiado temprana (fase de adaptación) parece detener el crecimiento de la 

biomasa y demasiado tardía (durante la fase estacionaria) no permite suficiente tiempo de 

contacto (Wang , et al., 2013) . 
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A este respecto, Condori et al. (2010) mostraron que la producción del resveratrol y sus 

análogos prenilados: araquidina-1 y araquidina-3 en un medio de cultivo de raíces 

transformadas de maní elicitadas con acetato de sodio fue altamente dependiente de la 

etapa de desarrollo, lográndose los rendimientos más altos con la aplicación del elicitor 

durante el crecimiento exponencial. Del mismo modo, la producción de artemisinina en 

cultivos de raíces pilosas de A. annua estimuladas por un elicitor fúngico fue más 

significativo en la fase exponencial que en la fase estacionaria (Wang et al., 2001). En 

contraste, la producción más alta de un ginsenósido en cultivos de raíces transformadas 

de P. ginseng se obtuvo cuando se aplicó MeJA en la fase estacionaria (Palazón et al., 

2003) . Con lo anterior se establece la posibilidad de que las células vegetales sean más 

propensas a activar las vías metabólicas asociadas con la producción y excreción de 

metabolitos en ciertas etapas de desarrollo (Shilpa et al. , 2010). Para el caso de las raíces 

de P. andrieuxii, el día 30 de cultivo establecido para los experimentos de elicitación 

realizados corresponde, de acuerdo a la curvas de crecimiento de las líneas empleadas, 

al inicio de la fase estacionaria. De tal manera, queda abierta la posibilidad de que 

aplicaciones de los elicitores durante la fase exponencial pueda mejorar su efecto en la 

producción de AB. 

En plantas, el AJ y sus derivados son considerados para afectar una parte de la vía de 

transducción de señales que induce algunas enzimas que catalizan reacciones 

bioquímicas involucradas en la síntesis de compuestos de defensa de bajo peso 

molecular, como los polifenoles, alcaloides, quinonas, terpenos y polipéptidos (William et 

al., 1996; Mizukami et al., 1993). 

Aunque hay varios reportes de éxito en inducir o mejorar la producción de metabolitos 

secundarios utilizando como elicitor miembros de la familia de los jasmonatos . En este 

trabajo, como ya se mencionó la utilización de este tipo de compuestos no impactó la 

producción de AB, de la manera esperada. Algunos ejemplos del uso exitoso de este 

acercamiento incluyen la producción de taxol por Taxus baccata (Khosrousshahi et al., 

2006), la de a-tocoferol en suspensiones celulares de Helianthus annuus L (Gala et al., 

2005) y la de ácido oleanólico en suspensiones celulares de Caléndula officinalis 

(Wiktorowska et al., 2010) , entre otros. 

Interesantemente, también se ha reportado la inhibición de una ruta metabólica por la 
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aplicación de elicitores. Tal es el caso del empleo de extracto de levadura como elicitor de 

la síntesis de fenilpropanoides en cultivos celulares de Vainilla planifolia que no impactó la 

producción de estos metabolitos secundarios. Sin embargo, la aplicación de este mismo 

elicitor a cultivos de Thalictrum rugosum resultó excelente para aumentar la producción 

de alcaloides (Funk y Brodelius, 1990). De tal manera, es posible que el AJ 

particularmente haya reprimido la formación de ácido betulínico en los cultivos de raíces 

transformadas de P. andrieuxii. 

El uso de sulfato de vanadilo ha resultado muy eficaz para mejorar la producción de 

paclitaxel (taxol) , 10-desacetilbaccatina y de ácido rosmarínico , en diferentes cultivos de 

células vegetales de Taxus x media varo Hicksii Rehd (Georgiev et al., 2006; Furmanowa 

et al., 2000). En cultivos de raíces pilosas de Ambrosia artemisiifolia , con su aplicación 

(50 mg/L durante 72 h) , se obtuvo un aumento de ocho veces en la producción de 

tiarubrina A (569 ~g/g DW) en cultivos de 16 días (Bhagwath y Hjorts0, 2000) . Por otro 

parte, también se sabe que el VOS04 tiene efectos tóxicos en altas concentraciones, así 

que este podría ser el caso del porque la elicitación a la que fueron sometidas las raíces 

transformadas en este trabajo , no tuvo efectos sobre la producción de AB. 

En conclusión , indudablemente los elicitores son factores que pueden actuar como un 

interruptor para aumentar el rendimiento de metabolitos secundarios en cultivos de células 

vegetales, sin embargo, no hay forma confiable de predecir que un elicitor resulte efectivo 

para aumentar la acumulación de metabolitos en un sistema celular específico (Ahmed y 

Baig, 2014). De cualquier manera, al demostrar que el sistema de raíces transformadas 

de Pentalinon andrieuxii es útil para la producción de AB a escala de matraz, se abren 

perspectivas interesantes para intentar aumentar su producción, ya sea optimizando las 

condiciones para su cultivo in vitro o buscando otros elicitores y/o condiciones de 

aplicación que mejoren su producción. 
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CAPíTULO IV 

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

4.1. CONCLUSIONES. 

CAPITULO IV 

Durante el desarrollo del presente trabajo se logró como objetivo general el establecer 

cultivos de raíces transformadas de P. andrieuxii a partir de hojas y con ellas, evaluar en 

escala de matraz el efecto de elicitores químicos (ácido jasmónico y sulfato de vanadilo) 

sobre la producción de ácido betulínico. Además de conseguir los siguientes objetivos: 

• Se logró la inducción de raíces transformadas a partir de tres explantes (hoja, tallo y 

raíz) de plántulas germinadas in vitro de Pentalinon andrieuxii vía transformación con 

Agrobacterium rhizogenes (A TCC15834). Derivado de este proceso, se cuenta con 

nuevas líneas de raíces transformadas a partir de hoja y tallo, mismas que aún faltan 

de ser caracterizadas. 

• Se confirmó la naturaleza transgénica de las raíces referidas mediante la 

amplificación por PCR del gen rolA (248pb), a partir del AON genómico de las cuatro 

líneas de raíces independientes (B, C, O, M) utilizadas en este trabajo extraído por el 

método de Oellaporta, 1983. 

• Se evaluó el comportamiento de las líneas B, C, O y M de raíces transformadas 

obtenidas a partir de hojas estableciendo curvas de crecimiento en un periodo de 45 

días con intervalos de muestreo de tres días, a través de la cuantificación de la 

producción de biomasa (peso fresco - peso seco) y conductividad del medio de 

cultivo . Las cuatro líneas bajo estudio a los 30 días en cultivo mostraron una 

producción de biomasa similar, siendo la línea O la más eficiente. 

• Se realizó la determinación cualitativa y cuantitativa de AB por métodos 

Cromatográficos CCO y HPLC, respectivamente . Con respecto a una referencia 

comercial (Sigma). la CCO reveló la presencia de AB en todas las muestras de raíces 

y muestras de medios de cultivo, a través de la presencia de una banda con una Rf 

del mismo valor (0.55) que el estándar de referencia. 

• Sobre la línea O al día 30 de crecimiento, se evaluó el efecto de dos elicitores 

químicos (ácido jasmónico y sulfato de vanadilo) en dosis de 100, 200 Y 400IJM en un 
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curso temporal de 72h post el icitación. Estos tratamientos no afectaron positivamente 

la producción de AB en las cond iciones ensayadas. Aparentemente estarían 

funcionando como represores en su biosíntesis, o bien , elicitando otros compuestos 

cuya naturaleza se desconoce, que bien pudieran modificar la acumulación de AB. 

Así, la conclusión general es que el modelo de raíces transformadas de P. andrieuxii es 

un sistema de cultivo in vitro eficiente para la producción de AB , abriendo un panorama 

tanto para evaluar la naturaleza de los otros metabolitos que se producen en las 

diferentes líneas utilizadas en este trabajo , como probar el efecto de otros elicitores sobre 

la producción de AB . Los elicitores fueron funcionales no para el caso de AB, pero si para 

aquellos compuestos observados en la CCD, que representaron una competencia para 

este. 

La obtención de metabolitos secundarios mediante la utilización del cultivo de células 

constituye un área emergente y de gran potencial de crecimiento ya que representa 

una alternativa a los procesos extractivos a partir de la materia prima vegetal y de 

síntesis química convencional. En este sentido, el cultivo in vitro de células vegetales ha 

abierto nuevos caminos como fuente renovable de compuestos bioactivos de gran 

valor añadido (DiCosmo & Misawa , 1995), debido a las ventajas que presenta su 

utilización ya que estos cultivos son independientes de factores geográficos, 

estacionales y ambientales. Estos cultivos constituyen sistemas de producción estables 

ya que aseguran la obtención continua de compuestos con calidad y productividad 

uniformes y los requerimientos de espacio para el desarrollo de la producción son 

reducidos. Por lo tanto , la optimización de la producción a través del uso de diferentes 

estrategias que se han desarrollado durante años de investigación, aunado al cultivo de 

órganos en biorreactores y uso de elicitores y precursores, por mencionar algunas de las 

de mayor importancia, permitirá una reducción en el tiempo requerido para lograr una 

producción eficiente de diferentes productos con aplicación comercial a bajos costos 

existiendo también existe la posibilidad de obtener productos nuevos que no son 

sintetizados por las plantas de forma natural (Ramachandra & Ravishankar, 2002) . 
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4.2. PERSPECTIVAS. 

La experiencia obtenida durante el desarrollo del presente trabajo abre una gran 

perspectiva de investigación enfocada a optimizar producción de ácido betulínico a partir 

de cultivos de raíces transformadas de Pentalinon andrieuxíi a escala de matraz. 

Aunque los elicitores usados no afectaron positivamente la producción de ácido betulínico 

en las condiciones ensayadas, se pueden modificar algunas condiciones como por 

ejemplo: se sugiere reducir el tiempo de exposición de las raíces transformadas al uso de 

estos, así como probar etapas tempranas en la curva de crecimiento para su aplicación . 

Determinar la naturaleza química de los metabolitos acumulados en respuesta a los 

tratamientos de elicitores en el sistema de raíces transformadas de P. andrieuxíi. Alguno 

de ellos podría pertenecer a un grupo de importancia biológica dentro de los metabolitos 

secundarios o se tiene está relacionado biogénicamente con AB. 

Llevar a cabo la cinética de crecimiento en las nuevas líneas de raíces transformadas a 

partir de hoja y tallo obtenidas de la transformación genética realizada en este trabajo, con 

el fin de enriquecer el catálogo de líneas bien establecidas disponibles para futuros 

ensayos. 

Determinar la presencia de AB en estas raíces provenientes de raíz y tallo ya que su 

cuantificación posterior permitirá enmarcar la producción de AB en función de diferentes 

tejidos transformados. Aunado a esto, la cuantificación de AB en los mismos tejidos no 

transformados para tener una visión integral de la producción de AB en modelos in vitro 

de plántulas y en las raíces transformadas. 

Optimizar la composición del medio de cultivo para el crecimiento y producción de 

raíces transformadas de P. andrieuxíi para impactar favorablemente la producción de 

meta bolitas secundarios. En este sentido, se sabe que el efecto negativo del tratamiento 

con elicitores sobre la producción de biomasa, puede ser resuelto mediante la 

suplementación de nutrientes al medio de cultivo (Wang Y Wu, 2013) . 

Evaluar el efecto de otros elicitores bióticos o abióticos en diferentes esquemas de 

aplicación en cuanto a concentración y tiempo, para mejorar la producción de los 
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metabolitos de interés. 
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APÉNDICES 

1. COMPOSICiÓN QUíMICA DEL MEDIO PC 
Solución Macronutrientes mM mg/L gr/500mL mL 

PC1 NH4N03 12.5 1000 10 
KN03 20.8 2100 21 
KH2P04 2.4 325 3.25 50 mL 
NaH2P04 0.6 85 0.85 

PC1a MgS04 °7H20 1.8 435 4.35 50 mL 
PC1b CaCI ° 2H20 4.1 600 6.00 50 mL 

Micronutrientes mM mg/L gr/200 mL mL 

PC2a KI 6.0 1 0.1 
H3B03 82 5 0.5 
MnS04° H20 90 15 1.5 
ZnS04° 7H20 17.5 5 0.5 
NaMo04° 2H20 1.7 0.4 0.04 2 mL 

PC2b CuS04°5H20 0.4 0.1 0.01 
COC12°6H20 0.4 0.1 0.01 2 mL 

Solución Nitsch gr/500 mL 

Na2EDTA 100 37.3 3.73 5 mL 
FeS04°7H20 100 27.8 2.78 

PC3 Tiaminao HCI 6 2 0.4 0.5 mL 
Piridoxinao HCI 2.5 0.5 0.1 

PC4 Mio-inositol 1.4 250 10/250 mL 6.25 mL 

Sacarosa 7.8 25000 25 gr/L 

Gelificante 
Agar 10 gr/L 
Gel Rite 2.3 gr/L 

Ajustar pH 5.5 
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2. CURVA DE CRECIMIENTO ,~eso fresco} 

Día Línea B(g) Línea C(g)Línea D(g)Línea M (g) 

3 1 0.96 1 1 

6 1.23 1.26 1.13 0.96 
9 1.16 1.23 1.66 1.16 
12 1.43 1.60 1.76 1.70 
15 1.63 1.86 2.03 1.76 
18 1.70 2.13 2.53 3.3 
21 1.73 2.76 3.23 4.36 
4 2.10 2.86 4.13 5.10 

27 2.66 3.10 4.43 
30 4 3.70 5.13 
33 4.46 4.32 5.46 
36 4.40 .92 5.46 4.10 
39 3.60 3.88 5.90 4 

2 3.20 3.98 6.33 3.66 
45 3.03 · 3.67 6.66 3.56 

Promedio 2.49 2.69 3.79 3.44 
Varianza 1.473 1.60 3.96 3.26 
Desv.Est. 1.21 1.26 1.99 1.80 

3. CURVA DE CRECIMIENTO ,~eso seco} 

Ola Línea B(g) Linea C(g)Línea D(g)Llnea M(g 

3 0.08 0.08 0.06 0.06 
6 0.13 0.12 0.11 0.0 
9 0.12 0.13 0.14 0.09 
12 0.15 0.15 0.16 0.1 

0.17 0.19 0.19 0.14 
0.16 0.21 0.24 0.25 

21 0.10 0.27 0.29 0.29 
24 0.21 0.23 0.36 0.3 
27 0.22 0.29 0.38 0.44 
30 0.32 0.36 0.42 0.41 
33 0.39 0.35 0.45 0.41 
6 0.42 0.47 0.3 

39 0.35 0.43 0.50 0.38 
~2 . 0.35 0.44 0.51 0.32 
45 0.34 0.41 0.53 0.31 

Promedio 0.24 0.27 0.32 0.27 
Varianza 0.01 0.01 0.02 0.01 
Desv.Est. 0.11 0.11 0.16 0.13 
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CAPiTULO IV 

4. CURVA DE CRECIMIENTO {conductividad del medio de cultivo} 

Día Línea 8(g) Linea C(g)Línea D(g)Línea M(gl 

3 6.8 6.5 6.3 6.8 

6 6.6 6.4 6 6.9 

9 6.5 5.8 5.77 6.6 

12 6.2 5.7 5.62 6. 

15 6 5.6 5.2 6.2 
18 6.2 5.8 4.76 5.3 

21 6.1 5.3 4.28 4.8 

24 5.9 5 3.81 4.8 
27 5.5 4.8 3.84 4.76 

30 4.9. 4.2 3.27 4.62 
33 . 4.17 4.2 2.98 4.4 

36 3.9 3.8 3.46 4.38 

39 3.44 3.82 2.96 4 
42 3.64 3.62 2.91 3. 

45 3.32 3.17 2.71 2.9 

Promedio 5.27 4.91 4.25 5.07 

Varianza 1.57 1.12 1.57 1.51 

Desv. Est. 1.25 1.05 1.25 1.23 
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CAPíTULO IV 

5. CUANTIFICACiÓN DE ÁCIDO BETULíNICO POR HPLC. 

la tabla muestra los valores obtenidos a partir de la cuantificación de AS de acuerdo a la 

metodología descrita en el apartado 2.7. (Capítulo 11) para cada una de las muestras del 

experimento de elicitación con sus respectivos tratamientos. 

o 72 0.080 16.7 1.344 

100 24 0.018 67.4 1.245 

100 48 0.019 41.1 0.799 

100 72 0.018 63.8 1.165 

200 24 0.021 64.6 1.382 

200 48 0.017 54.9 0.978 

200 72 0.019 89.6 1.741 

400 24 0.020 54.6 1.095 

400 48 0.023 88 2.032 

400 72 0.019 78.7 1.566 

0.049 40 1.988 

0.026 34.8 0.916 

0.020 63.4 1.309 

0.017 42.1 0.752 

0.017 46.9 0.822 

0.017 75.8 1.341 

0.017 52.6 0.945 

0.018 45.8 0.836 

0.017 74.7 1.328 

0.022 87.5 1.965 

0.020 66.4 1.374 
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