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RESUMEN

RESUMEN

El género Argemone agrupa a varias especies con propiedades medicinales, como A.
mexicana L; A. platyceras L y O y A. ochroleuca Sweet. Las propiedades medicinales de
estas especies estan relacionadas con su capacidad para acumular alcaloides
bencilisoquinolinicos (ABI’s). En este trabajo se realizd una caracterizacion fitoquimica por
Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion acoplada a densitometria de los alcaloides
presentes en tejidos de hojas, tallos y raices de estas tres especies. Esto permitio la
deteccién de un total de 16 presuntos alcaloides. De estos, cuatro fueron identificados con
base en su similitud a estandares comerciales (berberina, queleritrina, sanguinarina y
dihidrosanguinarina) y dos fueron cuantificados (berberina y sanguinarina). Al realizar un
analisis de componentes principales de la distribucion de los alcaloides en los diferentes
tejidos y especies, se observé que la composicion de las partes aéreas resultaron
semejantes entre si ya que todos los alcaloides detectados en hojas y tallos se agruparon
en un solo conjunto. Sin embargo, la composicion en las raices de las tres especies se
segregd en dos grupos, uno formado por A. mexicana y A. ochroleuca, y otro formado por
solamente A. platyceras. Esto puede indicar que las diferencias en cuanto a composiciéon
de alcaloides ocurren principalmente en las raices de estas especies. Por otra parte, el
analisis multivariado de los datos, indicé que en la formacion de grupos influyé la diversidad
de alcaloides (niUmero de alcaloides detectados en el analisis cromatogréfico), asi como el
contenido de estos. Del mismo modo, que la diversidad de alcaloides en plantas adultas de

las especies estudiadas esta determinada principalmente por el tipo de tejido.

También se realizaron analisis de la distribucion de transcritos correspondientes a los genes
involucrados en las reacciones tempranas de la sintesis de sanguinarina y berberina, que
son comunes para ambos, asi como algunos los responsables de las reacciones
especificas para la sintesis de cada uno de ellos. En hojas, tallos y raices de plantas adultas
de A. mexicana se presentaron niveles importantes de los transcritos analizados, mientras
gue en A. platyceras, la mayor abundancia de los transcritos se observd en la raiz,
sugiriendo que tejido participa de forma mas activa en la sintesis de alcaloides. La deteccion
de los transcritos en los tejidos de A. platyceras sugiere que la maquinaria biosintética
invierte mas recursos para la producciéon de sanguinarina, en contraste con lo que ocurre

en plantas de A. mexicana donde se ha observado mayor produccién de berberina.




ABSTRACT

ABSTRACT

The genus Argemone includes a number of species with medicinal properties including A.
mexicana L; A. platyceras L y O y A. ochroleuca Sweet. Such properties could be related to
the presence of benzyilisoquinoline alkaloids (BIA’s), distributed along the different tissues.
In this work, the phytochemical alkaloid profiling of the three above mentioned Argemone
species was performed in leaves, stems and roots by means of High Performance Thin-
layer Chromatography coupled to densitometry (HPTLC-D) of the alkaloids present in
tissues of leaves, stems and roots of these three species. A total of 16 putative alkaloids
were detected, identifying four of them by comparison to commercial standards (berberine,
chelerytrhine, sanguinarine and dihydrosanguinarine) and quantifying two (berberine and
sanguinarine). A principal component analysis of the alkaloid tissue distribution in these
three species revealed that the composition of the aerial tissues (leaves and stems) resulted
similar among them whereas roots segregated in two groups. The first one included both A.
mexicana and A. ochroleuca, with A. platyceras in the second. In this way, differences in
alkaloid tissue composition could occur mainly in roots among these three species. In
addition, multivariate analysis suggested that grouping was affected by alkaloid diversity (i.e.
the number of alkaloids detected) as well as for the contents. Moreover, that alkaloid

diversity in the analyzed species was mainly determined by tissue.

The distribution of transcripts corresponding to selected genes involved in the early,
common bhiosynthetic reactions of berberine and sanguinarine was also analyzed along with
that of those involved in reactions exclusively committed to each alkaloid. Although in mature
A. mexicana plants, the analyzed transcripts were detected in all the examined tissues
(leaves, stems and roots), in A. platyceras they were mainly detected in roots. These results
suggest that whereas in A. platyceras sanguinarine seems to be the main alkaloid produced,

in A. mexicana berberine production takes precedence.
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Argemone L. (Papaveraceae) es un género ampliamente distribuido que se encuentra
principalmente en areas calidas y secas del Nuevo Mundo con su centro de distribucién en
el suroeste de los Estados Unidos y el norte de México. El género comprende hierbas
anuales y perennes o0 raramente arbustos con hojas mayormente incisas y partes
espinosas, bien definidas por una combinacién de caracteres morfolégicos (Schwarzbach
y Kadereit, 1999). En este género después de una revision critica de 32 especies descritas
se redujeron a 25 (McDonald-Andrew, 1991).

El interés por las especies de Argemone se debe a la naturaleza especifica de los diversos
grupos de alcaloides bencilisoquinolinicos (ABI’s) que contienen. Ya que muchos de estos
ABI’s presentan actividades farmacoldgicas y debido a que Argemone a menudo ha sido
considerada como un pariente cercano del género Papaver la posiciona como obijetivo
interesante en la busqueda de nuevos alcaloides para uso medicinal (Schwarzbach y
Kadereit, 1999).

Por otro lado, tal como la propusieron Schwarzbach y Kadereit (1999), Argemone se puede
subdividir en dos grupos segun la presencia de ciertos ABI’s productos de diferentes vias
biosintéticas. El primero incluye especies que contienen alcaloides tipo pthalidoisoquinolina,
y el segundo se caracteriza por la presencia de protoberberinas o derivados, principalmente

protopinas y benzofenantridinas (Hagel y Facchini, 2013).

Entre las principales diferencias en las especies de este género esta su capacidad para
producir berberina, una protoberberina (Grycova et al 2007), sin embargo, a pesar del
potencial biosintético que presentan las especies del género hasta la fecha no cuentan con

un estudio fitoquimico sistematico.

Con el fin de analizar la diversidad de alcaloides presentes en Argemone L. se
seleccionaron las especies: A. mexicana L; A. platyceras L y O; A. ochroleuca Sweet,
representativas del territorio mexicano. Uno de los propdsitos de este trabajo fue demostrar
que por medio de un andlisis cromatografico y quimiométrico se pueden sentar las bases
quimiotaxondmicas de las especies, asi como proveer la informacion necesaria para

identificar algunas enzimas responsables de sus potenciales biosintéticos.
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Con la modernizacion, para el proceso de separacién de las mezclas herbolarias se
desarrollaron métodos en Cromatografica en Capa Fina de Alta Resolucién (CCF-AR) que
con gran reproducibilidad nos permitié obtener perfiles cromatograficos Unicos de un
individuo por especie. La correcta separacion de los principales compuestos presentes en
los perfiles: berberina y sanguinarina, nos permitié cuantificar sus contenidos. Como un
paso inicial hacia la identificacién de los compuestos separados, las bandas observadas en
los perfiles se clasificaron de acuerdo con sus valores de relacion frontal (Rf) y propiedades
fluorescentes, detectando un total de 16 presuntos alcaloides. Con la utilidad de
Cromatografia en Capa Fina (CCF) acoplada a densitometria se analiz6 el contenido de los
16 alcaloides en extractos de hojas, tallos y raices. En seguida, las sefales obtenidas en
todos los perfiles cromatogréficos se correlacionaron con analisis multivariantes utilizados
en la quimiometria (PCA y Analisis de Conglomerados). De acuerdo con los analisis
multivariados, se deduce que los perfiles cromatogréficos en las partes aéreas de las tres
especies son semejantes, y que los 16 alcaloides detectados parecen ser responsables de
la segregacion de las tres especies de Argemone en los perfiles de raices.

De igual forma el interés de este trabajo se centr6 en estudios moleculares de enzimas
involucradas en la sintesis de los ABI’s en plantas adultas de A. mexicana y A. platyceras
L y O que nos permitieron entender los diferentes niveles de regulacion existentes en la

sintesis de los alcaloides en estas dos especies.

Se analiz6 la distribucion de los transcritos correspondientes a los genes involucrados en
la sintesis de la rama comun [(S)-norcoclaurina sintasa (NCS) y la enzima del puente de
berberina (BBE)], los responsables de las reacciones especificas para la sintesis de
sanguinarina [dihidrobenzofenantridina oxidasa (DBOX), la S-estilopina sintasa (StySyn) y
tetrahidroprotoberberina cis-N-metiltransferasa (TNMT)] y para la sintesis de berberina
[escoulerina 9-O-metiltransferasa (SOMT) y la S-tetrahidroberberina oxidasa (STOX)]. Las
mayores diferencias se obtuvieron en A. platyceras, ya que se obtuvieron amplificaciones
de NCS mas no de BBE, no se observo sefal alguna de transcritos participantes en la
sintesis de berberina y las amplificaciones para la sintesis de sanguinarina
correspondientes a StySyn y TNMT fueron solo en tallos y raices, mientras que en los
tejidos de A. mexicana se detectaron niveles importantes de transcritos de los genes NCS,
BBE, SOMT y DBOX en hojas, tallos y raices.
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ANTECEDENTES

1.1 El metabolismo secundario y los alcaloides

Las plantas producen una increible diversidad de compuestos quimicos de bajo peso
molecular que son productos de los procesos propios de su funcionamiento celular. El tipo
y los niveles en que estos compuestos o metabolitos se encuentran en los tejidos de las
plantas que los forman es un reflejo de los componentes genéticos, ambientales y de
desarrollo de las plantas y son propios de cada especie (Budczies et al., 2012). Uno de los
conceptos claves en el estudio de los metabolitos es la metabolémica, que comprende el
analisis de todos los metabolitos presentes en un organismo, otro concepto clave es la
guimiotaxonomia, una rama de la ciencia que relaciona la clasificacion taxonémica que

guarda una planta con los metabolitos secundarios que produce (Vesteinsdottir et al., 2010).

Una clasificacion sencilla de los metabolitos generados por las plantas los puede agrupar
en dos grandes conjuntos. Los metabolitos primarios, son aquellos que parten de vias
metabdlicas comunes de todas las plantas, estos se encuentran en cantidades
relativamente elevadas ya que sus funciones son basicas para el funcionamiento de todas
las especies; y los metabolitos secundarios, que se acumulan en bajas cantidades y se
encuentran distribuidos diferencialmente entre grupos taxonémicos. Estos compuestos, que
no son esenciales para el mantenimiento o funcionamiento celular son responsables de la
gran diversidad fitoquimica de las plantas. Cada especie de planta produce su propia
mezcla de metabolitos, distinta a la de otras especies y si bien estos compuestos no son
fundamentales para completar el ciclo vital de la planta, siles confieren ventajas adaptativas
ya que participan en diferentes tipos de interacciones de las plantas con su entorno
(Pichersky y Gang, 2000).

Uno de los grupos més diversos de metabolitos secundarios que se encuentran en los
organismos vivos son los alcaloides, que poseen una gran variedad de tipos de estructuras,
rutas biosintéticas y actividades farmacologicas. En 1803 se aislo el primer alcaloide, la
narcotina, y le siguieron rdpidamente otros como la morfina, estricnina y quinina. Si bien los

alcaloides se han usado durante cientos de afios en la medicina, hoy en dia algunos todavia
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son medicamentos prominentes. Aungue los alcaloides se han aislado tradicionalmente de
las plantas, cada vez se encuentran mas en animales, insectos e invertebrados y
microorganismos marinos (Gros et al., 1985; Cordell et al., 2001). Hasta la fecha se conocen
alrededor de 50,000 productos naturales, de los cuales mas de 12,000 alcaloides y estan
distribuidos en diferentes especies que representan cerca de 14.2% de la flora del mundo
(Aniszewski-Tadeusz, 2015).

Con respecto a las propiedades quimicas de los alcaloides cabe mencionar que son un
grupo importante de aminas biolégicamente activas. La mayoria se encuentran como bases
libres y son solubles en disolventes organicos (polares y apolares) e insolubles en agua y
mezclas hidroalcohdlicas debido al nitrégeno de su estructura. En su forma de sal son
solubles en agua y mezclas hidroalcohdlicas, pero insolubles en disolventes organicos
apolares, ademéas de que su solubilidad es dependiente del pH (Arango-Acosta, 2008).
Debido a su alto grado de actividad biolégica muchos se emplean principalmente como
analgésicos; sin embargo, todos son toxicos y pueden causar la muerte si se ingieren en

grandes concentraciones.

1.1.1 Las Papaveréaceas productoras de alcaloides

La familia de las Papaveraceae comprende cerca de 700 especies localizadas en las
regiones templadas y frias del hemisferio norte. Se trata, sobre todo, de plantas herbaceas
y s6lo raramente arbustivas (Bocconia), perennes y anuales; normalmente laticiferas, con
el latex blanco (Papaver), anaranjado (Chelidonium), o rojo (Sanguinaria). La familia esta
tradicionalmente subdividida en 2 subfamilias: Papaveroideae, con humerosos carpelos, y
como fruto una capsula (Papaver), o con 2 carpelos (Chelidonium, Sanguinaria, Glaucium);
Fumarioideae, con flores zigomorfas por la presencia de 1-2 pétalos espolonados, nectarios
en la base de los estambres, gineceo con 2 carpelos, aquenios, y cuyos géneros principales

son: Fumaria, Corydalis, Hypecoum (Aizpuru et al.1993; Carretero- José, 2004).

Las Papaveraceas presentan un notable interés como plantas medicinales, principalmente
por la presencia de alcaloides. En particular, las propiedades de la adormidera Papaver
somniferum, de la cual se deriva la morfina, son bien conocidas y explotadas. El mismo
género tiene variedades muy apreciadas como plantas ornamentales por sus flores
(Martinez-Moreno, 2016; Acevska et al., 2012).
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Los alcaloides presentes en plantas de esta familia son del tipo bencilisoquinolinicos
derivados de la tirosina e incluyen berberina, protopina, pavina, isopavina, y entre otros
muchos (Kadereit et al., 1997).

1.1.2 Metabol6mica en la familia Papaveracea

Entre los estudios registrados en especies de la familia Papaveracea, una investigacion
publicada en el 2012 (Farrow et al.,) selecciond 18 especies productoras de alcaloides
bencilisoquinolinicos pertenecientes a cuatro familias relacionadas: Papaveracea,
Berberidacea, Ranunculacea y Menispermacea. Al analizar los perfiles metabdlicos de los
cultivos celulares para las papaveraceas, se encontraron en mayor abundancia alcaloides
del tipo benzofenantridina (sanguinarina, chelirubina y macarpina) y las formas reducidas
de estos alcaloides (dihidrosanguinarina, dihidrochelirubina y dihidromacarpina). Por el
contrario, se detectaron productos finales de alcaloides de protoberberina mas sustituidos
(por ejemplo, jatrorrhizina, palmatina y pseudopalmatina) sélo en miembros de las

Berberidaceas y Menispermaceas.

En otro estudio metabdlico realizado por Hagel y colaboradores (2015) se eligié un pequefio
namero de especies de plantas modelo productoras de alcaloides bencilisoquinolinicos
(ABI’s) pertenecientes a la familia Papaveracea (Fig.1.1A) para comprender el metabolismo
de alcaloides en plantas como la adormidera (Papaver somniferum), que acumula agentes
farmacoldgicos importantes como la codeina y la morfina. El enfoque multifacético
adoptado en este estudio por Hagel y colaboradores (2015) combiné técnicas diferentes
para obtener una instantdnea mas amplia y precisa del metabolismo primario y secundario
en las diferentes especies de plantas. En los perfiles de metabolitos secundarios obtenidos
por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masa-Masas (LC-MS/MS) se
confirmd la presencia de berberina en varias especies (Fig.1.1B). Los resultados de LC-
MS/MS se resumieron como cromatégrafos representativos. Corydalis chelanthifolia resulto
rica en varios alcaloides que se encontraron en s6lo algunas otras especies o ninguna. De
acuerdo a los patrones de fragmentacion masica, en esta especie incluyeron

potencialmente alcaloides de pthalidoisoquinolina.
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A) B)
Especie Abrev. Nombre comun Frucosey

Argemone mexicana AME  Amapola mexicana espinosa S
Chelidonium majus CMA Gran Celandina
Papaver bracteatum PBR Amapola persa Z
Stylophorum diphyllum SDI Amapola Celandina goz_ e .
Sanguinaria canadensis = SCA Sanguinaria o Kt S
Eschscholzia califérnica ECA Amapola califomia 0ad s
Glaucium flavum GFL Amapola cuerno amarillo
Corydalis chelanthifolia CCH Femy Fumewort onl i,
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Figura 1.1 A) Detalle de plantas seleccionadas para el analisis metabélico en la familia
Papaveracea; B) Grafica que representan los metabolitos secundarios identificados de
acuerdo alos patrones de fragmentacion masica (se muestran como puntos negros; Tomado
de Hagel et al., 2015).

1.2 El género Argemone L (Papaveraceas)

Dentro de la familia de la Papaveracea, el género Argemone L. (Fig. 1.2) que comprende
cerca de 25 especies ha formado parte de la flora nativa de México, y aunque hasta la fecha
no se conoce con exactitud el area de distribuciéon original de estas especies, estan
repartidas en practicamente todo el pais (Schwarzbach y Kadereit, 1999). Conocidas como
chicalotes muchas de ellas se emplean como plantas medicinales y en la elaboracién de

algunos plaguicidas para agricultura organica (Warikoo y Kumar, 2013).

Los chicalotes son plantas herbaceas, anuales o perennes (rara vez arbustivas) con latex
acuoso blanquecino o amarillento hasta anaranjado o rojizo, erectas o ascendentes, por lo
comun espinosas y mas o menos glaucas; tallos con frecuencia muy ramificados; hojas a
menudo dispuestas tanto en roseta basal como alternas sobre el tallo; flores actinomorfas,
relativamente grandes y vistosas, normalmente de forma acopada; sépalos 2 a 6, se
observan sélo en el botdn, cada sépalo se alarga en el apice en una especie de cuerno que
termina en una espina; pétalos 4 a 6 (a 8, pero mas comunmente 6), caducos; capsula
cilindracea o fusiforme, dehiscente por 3 a 7 valvas apicales, con frecuencia provista de
espinas, el corto estilo y el estigma persistentes; semillas numerosas, globosas, apiculadas

hacia el micropilo, testa reticulada (Ownbey-Gerald, 1958).
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Taxonomia Género Argemone L.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Papaverales
Familia Papaveraceae
Subfamilia Papaveroideae
Tribu Papavereae
Género Argemone L

Figura 1. 2 Taxonomiay representacion de especies del género Argemone L.

Aunque tienen una larga historia en la medicina tradicional mexicana, hasta la fecha no se
han reportado metodologias especificas para el andlisis, el control de calidad o para la
autentificacion total de extractos derivados de estas especies, ya que la presencia de
diversos alcaloides bencilisoquinolinicos (ABI'Ss) en sus tejidos podrian explicar las
propiedades que se les atribuyen (Capasso et al., 2002). Estos alcaloides son derivados de
la tirosina y representan uno de los grupos mas diversos con mas de 2500 compuestos
identificados en las diferentes plantas que los producen (Narcross et al., 2016). En

secciones posteriores se describe el proceso de sintesis de estos alcaloides.
1.2.1 Alcaloides presentes en el género Argemone L.

Las diferentes especies del género Argemone L. producen alcaloides bencilisoquinolinicos
(ABI's) (Liscombe et al. 2005). Se han detectado principalmente alcaloides de los grupos
benzofenantridina, protopina y protoberberina (Fig. 1.3). Sin embargo, una de las
principales diferencias entre las especies de este género es su capacidad para producir

berberina, una protoberberina.
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En la peninsula de Yucatan Argemone mexicana L, cominmente llamada cardo santo, se
reconoce por sus propiedades medicinales (Siddiqui et al.,, 2002). Esta planta produce
sanguinaria y berberina simultaneamente, que se acumulan tanto en partes aéreas como
subterraneas, siendo colectada y comercializada con fines de elaboracion de plaguicidas

para agricultura organica (Rubio y Vazquez, 2013).

A menudo, otras especies que no producen berberina son mezcladas en las colectas de A.
mexicana L. reduciendo su eficiencia. Sin embargo, en las especies que no producen
berberina se pueden encontrar otros alcaloides del tipo protoberberina como coptisina,
cheilantifolina y columbamina (Grycova et al 2007).
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Figura 1.3 Algunos alcaloides bencilisoquinolinicos presentes en el género Argemone L.

Las diferencias estructurales entre estos alcaloides son minimas, lo que indica que son
derivados de intermediarios comunes o0 productos alternos de rutas metabdlicas

divergentes en las etapas finales.

1.3 Alcaloides del grupo bencilisoquinolina
Los alcaloides bencilisoquinolinicos (ABI's) se forman a partir de tirosina y representan una
de las familias mas diversas de alcaloides, se caracterizan por presentar un esqueleto
carbonado basico que proviene de un enlace entre un anillo isoquinolinico y otro bencilico
(Facchi y Bird., 1998; Facchi et al., 2000). Los estudios para tratar de establecer la
biosintesis de ABI's iniciaron en 1910 con Winterstein y Trier en Alemania, sefialando los
primeros precursores derivados de la tirosina. Es decir, han pasado doscientos afios desde

el aislamiento del primer ABI, y cien del inicio de los estudios para tratar de descubrir como
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se forman en las plantas (Rueffer y Zenk., 1987).
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Figura 1.4 Representacion de la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos (Tomado de
Rubio-Pifia, 2009). TYDC, tirosina/dopa decarboxilasa; NCS, norcoclaurina sintasa; BBE,
enzima del puente de berberina).

De manera general, la ruta de biosintesis de los ABI’s se puede dividir en tres etapas (Fig.
1.4). En la etapa inicial, dos moléculas de tirosina, experimentan una serie de reacciones
para producir dopamina y 4-hidroxifenilacetaldehido (4-HPAA), dos intermediarios que se
condensan para producir (S)-norcoclaurina, que es considerado como el precursor central
de todos los ABI’s. La segunda etapa corresponde a la formacion de (S)-reticulina, el dltimo
intermediario comun en la sintesis de todos los alcaloides de este tipo. En la etapa final, la
ruta de biosintesis se ramifica para producir los tres tipos principales de alcaloides de este
grupo: benzofenantridina (sanguinarina), protoberberina (berberina) y los morfinanos

(morfina) (Rubio-Pifla, 2009). Empezando con la morfina, el primer alcaloide
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bencilisoquinolinico conocido, aislada del opio por Friedrich Wilhelm Sertirner en 1805,
hasta hoy, se cuentan con un nimero cercano a 2500 estructuras (Schafer. D, 2007; Meyer
y Imming., 2011). Dependiendo de su estructura, los ABI’s pueden agruparse en diferentes
tipos, que incluyen a los morfinanos, las protopinas, las aporfinas, las benzofenantridinas y

las protoberberinas, entre otros (Fig. 1.5).

Promorfinano g Fenantreno
|
R
‘ Benzefenantridina
O Ty
N Aporfina C N

Protoberberina
Phthalide-
|soqumolma

O “-.R

Secophthalide-
isoquinolina

(A
Rhoeadina

| \“‘ Isopavina o
RH
Cularina = \‘“‘“i/ D

Pa\nna

Protopina

Figura 1.5 Diversidad estructural de los alcaloides bencilisoquinolinicos. Los diferentes tipos
de ABI's son el resultado de las modificaciones a la bencilisoquinolina, compuesto quimico que
constituye la columna vertebral estructural (Zenk et al, 1985; Liscombe et al., 2005).

Los diferentes tipos de ABI’s se distribuyen siguiendo patrones filogenéticos definidos. De
este modo, los alcaloides tipo protoberberina se distribuyen principalmente, pero no de
manera exclusiva, en plantas de la familia Berberidaceae, mientras que las
benzofenantridinas se distribuyen principalmente en las Papaveraceas (Facchini et al.,
1996; Liscombe et al., 2005).
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1.3.1 Enzimas participantes en la biosintesis de los ABI's

Un ndmero restringido de familias de enzimas se ha implicado en el metabolismo de los
ABI’s. Mientras que algunas enzimas exhiben un rango de sustrato relativamente amplio,
otras son altamente especificas del sustrato. Las enzimas de las categorias
oxidorreductasa, transferasa y liasa se han caracterizado a partir de plantas productoras de
ABI’'s (Hagel y Facchini, 2013; Choi et al., 2002; Dittrich-Kutchan, 1991).

La primera enzima comprometida del metabolismo ABI’s, (S)-norcoclaurina sintasa (NCS),
cataliza la condensacion de dopamina y 4-HPAA a través de la formacion de un enlace C-
C, produciendo el nucleo basico de 1-bencilisoquinolina. Las reacciones contindan con la
conversion de la S-norcoclaurina en S-scoclaurina por la norcoclaurina 6-O-metiltransferasa
(60OMT). S-reticulina es el punto intermedio de ramificacion para la mayoria de las vias de
las ramificaciones, incluidas las que conducen a sanguinarina, noscapina, berberina y
morfina. La conversion de S-reticulina a la protoberberina S-scoulerina por la enzima del
puente de berberina (BBE) es un paso comprometido en la biosintesis de varios alcaloides
(Hagel et al. 2012; De-Eknamkul et al. 2000).

Las reacciones especificas para la formaciéon de benzofenantridinas inician con la
transformacion de la S-escoulerina a S-queilantifolina. Este paso se lleva a cabo por la
gueilantifolina sintasa (CheSyn). Como ultimo paso, la dihidrosanguinarina se convierte a
sanguinarina por la dihidrosanguinarina oxidasa (DBOX) (Fig. 1.6). Por su parte, la sintesis
de las protoberberinas inicia con la conversibn de la S-escoulerina en S-
tetrahidrocolumbamina. Este paso es llevado a cabo por la escoulerina 9-O-metiltransferasa
(SOMT). Enseguida, la S-tetrahidrocolumbamina se convierte en S-canadina por la
canadina sintasa (CAS). Esta enzima fue detectada en los géneros Thalictrum y Coptis.
Finalmente, la S-canadina se oxida a berberina por accién de la S-tetrahidroberberina
oxidasa (STOX) (Rubio-Pifia, 2009).

En los ultimos afios los ADNCc’s correspondientes a las enzimas involucradas en la sintesis
de los ABI’s han sido aislados y caracterizados en diversas especies (Steffens et al., 1985;
Unterlinner et al., 1999). Papaver somniferum, es un modelo ventajoso para el estudio de
la sintesis de los ABI’s ya que produce tanto alcaloides de tipo benzofenantridina, como los
de tipo morfinanos (Facchini y Bird, 1998; Zulak et al., 2008).
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Figura 1.6 Ruta biosintéticade la sanguinarinay berberina a partir de la S-reticulina. La sintesis
de la sanguinarina requiere de las siguientes enzimas: queilantifolina sintasa (CheSyn), S-estilopina
sintasa (StySyn); tetrahidroprotoberberina cis-N-metiltransferasa (TNMT); N-metilestilopina 14-
hidroxilasa (MSH); protopina 6-hidroxilasa (P6H); dihidrobenzofenantridina oxidasa (DBOX);
sanguinarina reductasa (SanR). Por otro lado, para la formacién de la berberina se necesita las
siguientes enzimas: escoulerina-9-O-metiltransferasa (SOMT); canadina sintasa (CAS);
tetrahidroprotoberberina oxidasa (STOX) (modificado de Rubio-Pifia, 2009).

En las suspensiones celulares de esta planta se han podido detectar por inmunocitoquimica
siete enzimas: 6°OMT, CNMT, NMCH, 4'OMT, BBE, SAT, COR (Cuadro 1.1), mientras que
los transcritos correspondientes se han localizado en las células acompafiantes (Samanani
et al. 2006; Liscombe y Facchini, 2008).
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Cuadro 1.1 Enzimas involucradas en la sintesis de los ABI's en Papaver somniferum para la
gue han sido aislados los cDNA’s

Enzima Funcion Especie Expresion Referencia
TyDC Tirosina descarboilasa  P. Somniferum  Tallo y raiz Liscombe et al.,
2005
NCS Norcoclaurina sintasa  P. somniferum  Tallo, peciolo Liscombe et al.,
2005
6'OMT Norcoclaurina 6-O- P. somniferum Tallo, raiz, hoja, Inuietal, 2000
metiltransferasa capsula
BEE Enzima del puente de  P. somniferum  Tallo, raiz, hoja, brote Dittrich y Kutchan,
berberina 1991
CNMT Coclaurina N- P. somniferum  Tallo, raiz, brote Choi et al., 2002
metiltransferasa
COR Codeinona reductasa  P. somniferum  Tallo, raiz, hoja, Unterlinneretal,
capsula 1999

Los cultivos de diferentes especies de Papaveraceas son capaces de sintetizar alcaloides.
Por ejemplo, en cultivos de Eschscholzia californica y Sambucus canadensis, se detecto
sanguinarina al ser expuestos a un inductor (PS) (Zulak et al., 2008).

1.3.2 Importancia de los alcaloides bencilisoquinolinicos
La funcién de los ABI's en plantas incluye proteccién contra herbivoros y agentes
patégenos. La actividad farmacoldgica de algunos de estos alcaloides los hace utiles en el
tratamiento de diversas afecciones y nos permite tener una idea de su funcion biolégica en
la planta (Facchini-Peter, 2001; Ziegler y Facchini, 2008). Por ejemplo, la morfina tiene
eficacia como analgésico, la colchicina provoca la disrupcién de los microtibulos y la (+)-
tubocurarina es un blogueador neuromuscular. Esto sugiere que los alcaloides también
podrian funcionar en plantas como proteccién en contra del ataque de herbivoros. Por otro
lado, las propiedades antimicrobianas de la sanguinarina y la berberina sugieren que estos
alcaloides confieren proteccion contra patégenos (Schmeller et al., 1997). Muchas plantas,
tales como las Papaveraceas, invierten considerables recursos para la produccién de estos
alcaloides, lo que sugiere que estos componentes juegan un papel relevante en la fisiologia
de la planta (Schmeller et al., 1997; Wink et al., 1998). Dado que son reconocidos por las
propiedades farmacolégicas que exhiben (cuadro 1.2) y la importancia comercial de algunos
de los alcaloides de este grupo, las rutas metabdlicas involucradas en su biosintesis han
sido estudiadas con detalle y en los ultimos afios se han dilucidado algunas de éstas. Sin

embargo, el conocimiento sobre los mecanismos moleculares y los controles bioquimicos
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son limitados, debido a que solo recientemente se han aplicado técnicas moleculares como

herramientas para el estudio de los mecanismos que las regulan (Facchini et al., 2000).

Cuadro 1.2 Importancia de los ABI's a nivel farmacol6gico (Tomado de Liscombe et al., 2005).

Alcaloide Actividad farmacoldgica Planta de donde se aislo
Anonaina Antimicrobiano Annona muricata
Berberina Antimicrobiano Coptis japonica
Codeina Analgésico narcoético Argemone mexicana
Colchicina Disruptivo muscular Colchium autumnale
Emetina Parasiticida Uragoga ipecacuana
Liriodenina Antimicrobiana, Anticancerigeno Annona diversifolia
Morfina Analgésico narcético Papaver somniferum
Noscapina Antiespasmodico, Potencial antineoplasico Papaver somniferum
Papaverina Vasodilatador Papaver somniferum
Sanguinarina Antimicrobiano Sanguinaria canadienses
Tubocurarina Bloqueador muscular Chondodendron
tomentosum
Tetrandrina Bloqueador de canales de Ca?* Stephania tetandra

1.4 Modelos de estudio: Argemone mexicana L, Argemone ochroleuca S y
Argemone platyceras L y O.
Para este trabajo se han elegido tres especies del género: Argemone mexicana L,
Argemone ochroleuca S y Argemone platyceras L y O que, con una larga historia en la
medicina tradicional mexicana, han sido favorecidas por los pueblos indigenas por sus fines

curativos y ceremoniales. El cuadro 1.3 presenta una breve descripcion para cada una de
ellas.

En general, los estudios fitoquimicos aun de todas las especies del género son escasos.
En el cuadro 1.4 se enlista un resumen de los trabajos encontrados para las especies en
estudio y sus referencias.
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Cuadro 1.3 Caracteristicas predominantes de las especies de estudio.

Especie

Imagen

Area de origen

Caracteristicas
especiales

Habitat

Propiedades e
importancia

A. mexicana

América tropical
(Argueta et al., 1994)

Arbusto con
terminales brillantes y
flores amarillas ( Rao y
Dave, 2001)

Climas
templados

secos, Y

Produce sanguinarina,
un alcaloide
benzofenantridina
cuaternario con fuerte
efecto bactericida
(Facchini, 2001)

A. ochroleuca

México, nativa de
América central.
Flores con
decoloracion

amarillenta y estigma
de color marrén rojizo
(Espinosa y Sarukhan,
1997)

Zonas aridas, climas
secos y templados

El latex se utiliza para
quitar las manchas y
camosidades de los
ojos (Heike, 2009)

Cuadro 1.4 Resumen de estudios fitoquimicos de A. mexicana
platyceras L y O.

Especie
A. mexicana

Estudio

Se identific6 sanguinaria,

protopina,

alocriptopina,

A. platyceras

México, se encuentra
en Veracruz
Pétalos blancos o
casi blancos vy
estambres con
filamentos rojos
(Rzedowski, 1991)

Climas
asociada
a pastizales
Tratamiento para la
diabetes, flujo
vaginal y problemas
renales. (BDMTM.,
2009)

templados

L., A. ochroleuca S y A.

Referencia

Loyola et al., 1982

berberina y queleritrina.

Propiedad antibiética de la
planta sobre un rango
amplio de microorganismos
patégenos.

Se identificé sanguinaria,

protopina, berberina,
dihidrosanguinarina y
coptisina.

Se sefala que la berberina
es acumulada en hojas y
flores.

Actividad antimicrobiana
proveniente del latex.

Contiene argemonina,
reticulina, munitagina,

norargemonina, protopina y
sanguinarina.

Se sefiala para ftratar la
diabetes, flujo vaginal vy
problemas renales.

Beuria et al., 2005

Haisova y Slavik., 1973

Sanchez et al., 2008

Reyes et al., 2011

Slavik et al., 1973

BDMTM., 2009
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En un estudio realizado por Israilov y Yunusov (1986), se estudiaron las composiciones de
alcaloides de la parte apigeal de cuatro especies del género Argemone (A. mexicana L., A.
alba L., A. platyceras Link et Otto., y A. hibrida). El aislamiento y separacion de los
alcaloides se llevo a cabo por Cromatografica en Columna (CC). La identificacion de sus
espectros por resonancia magnética nuclear (RMN) de protdn, identificé 16 alcaloides. Se
detectd coridina e isocoridina por primera vez en plantas de este género, y O-
metilplaticerina fue encontrada por primera vez en la naturaleza. En el cuadro 1.5 se
muestra la composicién de alcaloides obtenidos para cada especie y los alcaloides que

comparten entre ellas.

Cuadro 1.5. Alcaloides aislados de cuatro especies del género Argemone (Tomado de Israilov
y Yunusov, 1986).

Alcaloide A. mexicana A. alba A. platyceras A. hibrida
Protopina + + + +
a-alocriptopina + + +
(S)-escoulerina + + +
Sanguinarina + + +
Queilantifolina + +
Stilopina a-metiodina +
Queleritrina +
Reticulina + - +
Berberina + - + +
Coridina +
Isocoridina +
Magnoflorina +
Munitagina + +
Platicerina +
O-metilplaticerina +
Argemonina +

En este trabajo (Israilov y Yunusov, 1986) se indica el potencial biosintético que presentan
las especies del género Argemone, siendo productoras de metabolitos bioactivos
importantes, sin embargo, no se reporta un estudio sistematico sobre la distribucion
especifica de los diferentes ABI’s en sus tejidos, hasta la fecha no se han reportado estudios
de esta naturaleza, mas que solo en A. mexicana (Guizar et al., 2012; Xool-Tamayo, 2016).
En los siguientes apartados se presenta de forma detallada la informacion requerida para

A. mexicana L, A. ochroleuca S y A. platyceras Ly O.
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1.4.1 Argemone mexicana L.

Figura 1.7 Planta adulta de Argemone mexicana (Amapola montés, Tomado de
https://media.routard.com/image/65/8/photo.1523658.w430.jpg).

Una de las especies silvestres del género Argemone mas abundante en nuestro pais es A.
mexicana (Fig. 1.7). Es una especie de origen mesoamericano de la region de las Antillas,
Florida, Centroamérica y la Peninsula de Yucatan, aunque hoy tiene distribucion casi
cosmopolita a través de regiones tropicales y subtropicales del mundo, en México prospera
en areas de clima calido, preferentemente en la vertiente del Golfo (Vibrans-Manduna,
2009). Entre los nombres comunes en espafiol es conocida como amapola montés, cardo
santo, asi como chicalote (Nahuatl). La especie se ha usado ancestralmente en México por
sus propiedades medicinales para tratar problemas gastrointestinales, como diurético,
laxante y expectorante (Cruz-Martin, 1940).

Es una planta herbacea anual o perenne de vida corta, con latex amarillo, de 25 a 80 cm
(1 m) de alto; un tallo por lo general, con frecuencia ramificado desde cerca de la base;
hojas inferiores oblanceoladas o ampliamente elipticas a ovaladas, hasta de unos 25 (40)
cm de largo y 11 (18) cm de ancho. Con botones florales subesféricos o ligeramente
cilindriceos, su cuerpo de 10 a 15 mm de largo y 9 a 13 mm de ancho; flores provistas de
1 6 2 bracteas (hojas reducidas) muy cercanas a su base; pétalos de color amarillo intenso
o amarillo palido, obcuneados a obovados (a veces muy ampliamente) de 2 (a 3.5) mm de
largoy 1 a 2.5 (3) cm de ancho; estambres 30 a 50, filamentos y anteras amarillos; estigma
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purpureo a café, de 1.5 a 4 mm de ancho y 1 a 2 mm de alto, sus I6bulos muy juntos entre
si, estilo de 1 a 3 mm de largo en el fruto; capsulas 4 a 6-carpelares, cilindraceas a
ampliamente elipsoides, a menudo truncadas en el 4pice, de 25 a 30 (45) mm de largo,
incluyendo estilo y estigma y 12 a 20 mm de ancho; semillas de alrededor de 2 mm de
didmetro (Villasefior y Espinosa, 1998). La floracion y fructificacion de A. mexicana es en
primavera y verano, tiempo en el que se la halla en floracién. A. mexicana es una de las
papaveraceas mas abundantes en nuestro pais y particularmente en la peninsula de

Yucatan (Bhardwaj et al., 1982, Lozoya y Lozoya, 1982).

1.4.1.1 Estudios fitoquimicos en A. mexicana L.

A esta planta se le ha llamado “fabrica de alcaloides” debido a la presencia de alcaloides
bencilisoquinolinicos, incluyen compuestos del grupo protoberberina, tal es el caso de la
berberina predominante en las partes aéreas, asi como la sanguinarina del grupo de
benzofenantridina, abundante en la raiz y en las semillas (Lozoya y Lozoya, 1982).

También se ha encontrado algunos alcaloides minoritarios como quelantifolina,
dihidroqueleritrina, norqueleritrina, coptisina, norsanguinarina, hidroximetilestilopina, 6-
acetonilsanguinarina, oxihidrastina, isocoridina, (a; ) N-demetiloxisanguinarina,
pancorina, (+)-argenaxina, (+)-higenamina y argemexicainas (A,B) (Rajvaidhya et al.,
2012; Paul et al., 2007, Osho y Adetunji, 2010, Willcox et al.,2011). En el cuadro 1.6 se
presenta un resumen de todos los ABI's que se han encontrado en A. mexicana y su

distribucion en los diferentes tejidos.

Trabajos previos en el laboratorio han permitido un primer acercamiento al conocimiento
de la ruta de sintesis de los ABI’s en A. mexicana. Por un método en CLAR (Xool-Tamayo,
2016), se detectd la presencia de sanguinarina, berberina y queleritrina en raices, siendo
la sefial mas intensa la correspondiente a sanguinarina. Ademés de los tres alcaloides
identificados, se detectaron bandas que no coincidieron con los estandares. Esto sugiere
la presencia de otros alcaloides, por otro lado, sugiere que la longitud de 254 nm en la cual
se identificaron Sa, Be y Que es capaz de detectar otros alcaloides de la misma familia. La
raiz resulté ser el 6rgano con la mayor complejidad de alcaloides, al presentar los tres
principales en cantidades comparables, a diferencia de las hojas en los que la berberina
fue el alcaloide predominante. Estos estudios revelan que la sintesis de los alcaloides en

A. mexicana esta controlada a nivel tejido especifico y por el grado de desarrollo de la
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planta (Rubio-Pifia, 2009).

Cuadro 1.6. Distribuciéon de los ABI's en los diferentes tejidos de A. mexicana. (Modificado
de Brahmachari et al., 2013).

ABI’s Tejidos
Berberina Parte apigeal y semilla
Dihidroquelantifolina Plantaentera
Dihidrocoridalmina Plantaentera
Culombamina Plantaentera
(+)-Reticulina Parte apigeal y parte aérea
Protopina Parte apigeal, semillas y raices
Alocriptopina Parte apigeal yraiz
Criptopina Plantaentera
13-oxoprotopina Parte aérea
(-)-quelantifolina Parte apigeal
Estilopina Plantaentera
Nor-sanguinarina Plantaentera
Queleritrina Plantaentera
Sanguinarina Raiz y semillas
Oxiberberina Plantaentera
N-demetiloxisanguinarina Parte aérea
Nor-queleritrina Plantaentera
(+)-6-acetonil dihidroqueleritrina Plantaentera
Dihidrosanguinarina Semillas
Dihidroqueleritrina Tejidos
8-acetonildihidrosanguinarina Plantaentera
8-metoxidihidrosanguinarina Parte aérea
Hidroxido de dihidropalmitina Semillas

Las aplicaciones farmacolégicas de A. mexicana son diversas (Brahmachari et al., 2013).
Se ha encontrado que los extractos metandlicos de semillas presentan alta actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa
(Bhattacharjee et al., 2006). Las decocciones de tejidos aéreos de A. mexicana
demostraron ser eficaces para tratar enfermedades causadas por Plasmodium falciparium
(malaria) en nifios de Mali y que estos efectos estan relacionados con la presencia de
berberina en la preparacion, que podria alcanzar hasta 20 mg/L en la decocciéon (Domadia
et al., 2008; Willcox et al., 2007). Los extractos organicos de las semillas de A. mexicana
han sido utilizados contra larvas de Aedes aegypti, vector de una serie de enfermedades
incluido el dengue, asi como contra Culex pipiens, causante de muchas enfermedades
como la encefalitis, japonesa, meningitis y uticaria (Sakthivadivel y Thilagavathy, 2003).
Actualmente se ha demostrado que los alcaloides bencilisoquinolinicos presentes en
tejidos de A. mexicana muestran actividad contra el VIH que aparentemente esta
relacionado con un efecto inhibitorio sobre la enzima transcriptasa reversa (Chang et al.,
2003). Ademas, las hojas se usan en preparaciones topicas de hojas y latex que se

aplican directamente a los ojos y piel para tratar diferentes padecimientos derivados de
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procesos inflamatorios, tales como la conjuntivitis y la psoriasis (Sharma et al., 2011).

1.4.2 Argemone ochroleuca S.

Figura 1.8 Planta adulta de Argemone ochroleuca (Amapola mexicana, Tomado de
https://lwww.biolib.cz/en/image/id290790/).

Argemone ochroleuca S (Papaveraceae), conocida como Amapola mexicana (Fig. 1.8), es
una especie originaria de Mesoamérica que distribuye desde el sur de E.U.A. hasta México.
Entre sus nombres comunes se registran cardo santo, chicalote cimarron, chichillon y
tlixate. Se ha usado en la medicina tradicional de México donde la referencia mas antigua
encontrada, corresponde al Cddice Florentino del siglo XVI (Argueta y Cano 1994).
Argemone ochroleuca, se usa como remedio para la tos, la bronquitis, el asma, la
eliminacion de cataratas y alergia ocular y por su efecto sedante, anticonvulsivo,
tranquilizante, antidiabético y propiedades antiespasmaodicas (Argueta y Cano 1994).

Es una planta herbacea anual o perenne de vida corta, glauca, con latex amarillo o
anaranjado, de 30 cm a 1.2 (1.5) m de alto, provista de espinas rectas, blanquecinas, de
longitudes diversas; tallos uno o pocos, ramificAndose en la parte superior; hojas inferiores
con frecuencia dispuestas en roseta basal, oblanceoladas a elipticas, hasta de 35 cm de
largo y 7 cm de ancho, las superiores por lo comin de dimensiones menores, todas
profundamente divididas; botones florales cilindraceos, su cuerpo de 8 a 18 mm de largo y
de 4 a 11 mm de ancho; pétalos amarillos, mas comiunmente de color crema 0 a veces
blancos, obovados u obcuneiformes a elipticos, de (1) 1.5 a 3 (3.5) cm de largoy 3 a 25

(30) mm de ancho; estambres 20 a 75, con filamentos y anteras amarillas estigma de color
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purpura, de 2 a 3 mm de ancho y 1 a 1.5 mm de alto, sus l6bulos extendidos, las superficies
azulosas no receptivas ubicadas entre los l6bulos, por lo comin claramente visibles;
capsulas 3 a 6-carpelares, de 2 a 5 cm de largo incluyendo el estilo corto y grueso y el
estigma, y de 1 a 2 (2.5) cm de ancho. La floracién y fructificacion de A. ochroleuca se

produce desde primavera hasta el otofio (Bhardwaj et al., 1982).

A. ochroleuca esta estrechamente relacionada con A. mexicana (Chaturvedi et al., 1999),
sin embargo se distingue por las forma de su flor, del brote y del color de los pétalos. Las
flores de A. ochroleuca son de color crema o amarillo palido con capullos de flores oblongas
(Karlsson et al., 2003). Esta planta crece bien en suelos pobres en nutrientes y con
frecuencia lo hace mejor en las zonas donde el fosforo es limitante, mientras que A.
mexicana se adapta mejor a crecer en areas deficientes en nitrégeno (Ramakrishnan y
Gupta, 1972). A. ochroleuca es un tetraploide (2n = 56), mientras que A. mexicana es una
especie diploide (2n = 28). Hay evidencia de hibridacién probable entre estas dos especies
ya que hay una ocurrencia de 5% de triploides (2n = 42) registrados en poblaciones de A.
ochroleuca (Chaturvedi et al., 1999).

1.4.2.1 Estudios fitoquimicos en Argemone ochroleuca S

Investigaciones quimicas en esta especie han revelado la presencia de alcaloides
bencilisoquinolinicos, como sanguinarina, queleritrina, protopina, berberina,
dihidrosanguinarina, dihidroqueleritrina, a-allocriptopina, heleritrina, queilantifolina,

escualina, reticulina y coptisina (Haisova y Slavik, 1973, 19755; Espinosa-Garcia, 1997).

Por otra parte, se ha reportado que A. ochroleuca produce un claro efecto relajante sobre
el muasculo traqueal del cobayo, donde uno de sus principales alcaloides activos es
berberina (Sanchez et al., 2008). El latex crudo de A. ochroleuca fue usado contra especies
Candida spp, demostrando actividad antifingica contra Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei y Candida tropicalis. Estos hallazgos indican que el latex de A.
ochroleuca podrian usarse contra patéogenos fungicos (Reyes-Francisco, 2011). El Gnico
caso documentado de actividad biolégica de A. ochroleuca en insectos es de Bakhashwain
y Alqurashi (2010), que encontraron efectos insecticidas de los extractos de las hojas de
esta especie en el escarabajo de la harina Tribolium castaneum. También se ha

encontrado que el extracto etandlico de una mezcla de tallos secos, hojas y flores de esta
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especie tuvo efecto en las larvas del gusano Spodoptera frugiperda, que es la plaga de

maiz mas grave en Latinoamérica (Martinez et al., 2017).

1.4.3 Argemone platyceras L y O.

Figura 1.9 Planta adulta de Argemone platyceras (Amapola silvestre blanca, Tomado de
http://phytoimages.siu.edu/imgs/pso/r/Papaveraceae_Argemone_platyceras_2743.html).

Argemone platyceras L y O, es una especie atractiva y endémica de México que se
encuentra en Veracruz (Fig.1.9; Ownbey-Gerald, 1961). Habita en clima templado, entre los
1200 y los 2400 metros, asociada a pastizal, bosques de encino y de pino. Los nombres
comunes registrados en la zona para esta especie son cardo santo, chicalote, chicalote de
Castilla y amapola silvestre blanca (Rzedowski-Jerzy, 1991). En la medicina tradicional
mexicana, sus flores de son usadas en infusion como un remedio para tos, bronquitis y

neumonia (Emes et al., 1994).

A. platyceras es una planta herbacea anual o perenne, con latex amarillo, de 30 a 80 cm
(1 m) de alto; con pocos tallos, ramificandose hacia el apice, provistos de espinas de largo
igual o sub-igual; hojas glaucas, las inferiores oblanceoladas, las medianas y superiores
elipticas o tendiendo a ovadas, hasta de unos 30 cm de largo y 13 cm de ancho, a veces
algo abrasadoras en la base; botones florales cilindraceos, su cuerpo de 18 a 24 mm de

largo y de 14 a 18 mm de ancho, esparcida a moderadamente cubierto de espinas finas,
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desiguales; flores con frecuencia carentes de bracteas (hojas reducidas) muy cerca de su
base; pétalos blancos, a veces ligeramente tefiidos de amarillo palido en la base,
excepcionalmente rosados o con el borde rosado (con el secado tienden a amarillo o café
obscuro), obcuneiformes, de 4.5 a 5.5 cm de largo y 4.5 a 5 cm de ancho; estambres
alrededor, filamentos amarillos claros a rojizo-morados, anteras amarillas a moradas;
estigma subsésil, de color purpura, de 3 a 5 mm de ancho y 2 a 3.5 mm de alto; semillas
de alrededor de 2 mm de diametro. Maleza relativamente comudn y abundante
especialmente en parcelas de cultivo en descanso y orillas de caminos. A. platyceras
florece casi todo el afio (en Veracruz) principalmente de abril a septiembre (Rzedowski-
Jerzy, 1991).

1.4.3.1 Estudios fitoquimicos en Argemone platyceras Ly O.
Las investigaciones quimicas han revelado la presencia de alcaloides bencilisoquinolinicos
para esta planta (Atta-ur-Rahman, 1994). En extractos de la planta con éter y cloroformo,
se identificaron los alcaloides argemonina, norargemonina, alocriptopina, protopina,
sanguinarina, berberina y coptisina (Slavik et al., 1973), asimismo, se reporto la presencia
de isoquercitrina y rutina en extractos metanolicos de flores y hojas de A. platyceras,
presentando actividad anti-asmética en conejillos de indias, postulandolos como candidatos
para tratamientos contra el asma (Fernandez et al., 2005). Hasta la fecha, no hay estudios

sistematicos con respecto a sus propiedades farmacoldgicas.

1.4.4 Analisis transcripcional en Argemone mexicana L.

Estudios realizados en nuestro equipo de trabajo han demostrado que A. mexicana produce
benzofenantridinas y protoberberinas simultaneamente y que la sintesis de los alcaloides
en A. mexicana esta controlada a nivel tejido especifico y por el grado de desarrollo de la
planta (Rubio-Pifia, 2009) (Fig.1.10).

En el analisis de la expresion tejido-especifica de dos isoformas de NCS y BBE en los
diferentes tejidos, los transcritos mostraron como resultado, en general, un patrén de
expresion relacionado con la acumulacion de los alcaloides. Sin embargo, también se
observaron algunas diferencias (Fig. 1.10B). En el trabajo se concluy6 que la NCS y la BBE

son enzimas involucradas en la formacion de intermediarios comunes para la sintesis de
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benzofenantridinas (sanguinarina) y protoberberinas (berberina) (Sanchez et al., 2008;
Schwarzbach y Kadereit, 1999; Fig. 1.10A).

[__] sanguinarina d Cc T H R Si B
" | Berberina
NCSAm1

NCSAm2

A BBEAm1

os £+ BBEAM2

C T H R Si B Sm Actina
Tejidos

°

Figura 1.10 Expresidon génica de Argemone mexicana L, Tomado de Rubio Pifia, 2009).
Distribucién espacial de ABI’s y andlisis de expresion de la NCS y BBE en plantas maduras de A.
mexicana. A) Acumulacién de sanguinarina y berberina (promedio de tres repeticiones con las
desviaciones estandar). B) expresiéon de mensajeros de la NCS y BEE por RT-PCR. Andlisis
normalizado con el transcrito de actina. Abreviaturas: C, capsula; T, tallo; H, hoja; R, raiz; Si, semilla
inmadura; B, brote floral; Sm, semilla madura.

En estudios moleculares realizados por Xool-Tamayo (2009), se documentaron los
diferentes patrones de acumulacién de alcaloides en diferentes etapas de desarrollo de A.
mexicana, Yy la distribucion de los transcritos correspondientes a genes biosintéticos en las
reacciones comunes (TYDC, NCS y BBE), asi como los responsables de las reacciones
especificas para la sintesis de sanguinarina (CheSyn, DBOX y SanR) y berberina (SOMT y
STOX). Los resultados por gRT-PCR demostraron que, a lo largo del ciclo de desarrollo de
la planta, la abundancia de los transcritos para la sintesis de alcaloides disminuye en las
raices, mientras que aumenta en las partes aéreas. Esta tendencia se not6 tanto para los
transcritos involucrados en las reacciones comunes, como en aquellos para la sintesis de
sanguinarina o berberina. La figura 1.11 muestra un esquema de la integracion de los
perfiles de acumulacion de sanguinarina y berberina con sus transcritos en plantas adultas

de A. mexicana.

Existen reportes de correlacion entre la transcripcion y acumulacion de los alcaloides se ha
documentado en plantas adultas. Por ejemplo, en T. flavum, C. japonica y P. somniferum
se ha demostrado modulacién entre la transcripcion y los sitios de acumulacion de sus

alcaloides (Samanani et al., 2005; Hagel et al., 2012; He et al., 2015). Los datos generados,
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sugieren mecanismos de regulacion entre la biosintesis y acumulacion de los ABI’s, en

funcién del desarrollo de la planta.
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Figura 1.11 Integracién de los perfiles de acumulaciéon de sanguinarina y berberina con sus
transcritos en plantas adultas (Tomado de Xool-Tamayo, 2009). Los Circulos azules indican la
presencia de los transcritos de los genes de sanguinarina y berberina en tejidos aéreos o raiz. Los
Circulos rojos indican la presencia de sanguinarina en tejidos aéreos o raiz. Los Circulos verdes
indican la presencia de berberina en tejidos aéreos y raiz. Las Flechas indican el posible flujo de
acumulacion de la sanguinarina y berberina en los diferentes tejidos.

1.5 Técnicas cromatogréficas

Se trata de un conjunto de técnicas que permiten la separacion de los componentes
presentes en una mezcla compleja con base en su naturaleza quimica, que influye en su
movilidad en una matriz cuando son arrastrados por un disolvente. En términos generales,
la cromatografia se caracteriza por la presencia de dos fases: una fase estacionaria y una
fase movil que se desplaza a lo largo del sistema. La separacion de las moléculas esta dada
por su afinidad relativa por la fase movil y la fase estacionaria (equilibrio de distribucién)
(Smith-lvor, 2013).

Las técnicas cromatograficas pueden clasificarse segun diferentes criterios: atendiendo al
modo como las fases se ponen en contacto y atendiendo al fundamento del proceso de
separacion. En este ultimo caso en definitiva se trata de la naturaleza de las fases y del tipo

de interacciones fisicoquimicas que tienen lugar entre los solutos y las fases utilizadas.

De acuerdo con esto; existen diferentes tipos de cromatografia, como son la cromatografia

de adsorcién donde la fase movil es un disolvente 0 gas que al interactuar con la fase
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estacionaria permite que los componentes interactien con la fase mévil. En la
cromatografia de particion, la fase estacionaria es un liquido que se sostiene en un soporte
sélido y la fase movil puede ser un liquido o un gas. En la cromatografia de exclusién, el
criterio de separacion es el tamafio de los metabolitos mientras pasan a través de una malla,
y en la cromatografia de intercambio idnico la separacion depende de la interaccion por
diferencia de cargas entre la fase estacionaria y los componentes de la muestra a separar
(Walton y Reyes, 2005).

1.5.1 Analisis quimicos con métodos cromatograficos

La cromatografia en sus origenes era exclusivamente una técnica de separacioén que se
transformo en técnica de andlisis cuando se acopld con dispositivos capaces de monitoriar
las especies quimicas que se iban separando, a esta separacion se le representa en forma
de gréafica y es conocido como cromatograma. Asi, la cromatografia se ha convertido en un
método analitico de primer orden y se puede emplear para la identificacion cualitativa y
determinacién cuantitativa de las especies quimicas separadas (Valcarcel y Gémez, 2001).

Para el analisis cualitativo, un pardmetro que puede usarse con fines cualitativos en
cromatografia, es el tiempo de retencion. Este es caracteristico para cada componente en
cada sistema cromatografico. Se trata sin embargo de una informacién pobre si se compara
con otras técnicas de identificacion (ej; RMN, C, IR, EM, y otras técnicas
espectroscopicas). Asimismo, Unicamente con el tiempo de retencidn resulta dificil asegurar
la presencia de un componente en una mezcla, aunque si se puede afirmar su ausencia.
Una correcta identificacion requiere siempre el uso de estandares en las mismas

condiciones cromatogréficas (Gomis-Yagues, 2008).

Por otra parte, el andlisis cuantitativo se basa en la comparacién del area o altura de pico
del componente de interés con la de estdndares de esta sustancia de concentracion
conocida, estableciendo que existe una relacion lineal entre el area o altura de pico y la
concentracion. En los analisis basados en altura de picos, se requiere que la anchura de
los picos no sufran modificaciones durante el tiempo necesario para obtener los
cromatogramas de la muestra y de los estandares para obtener resultados exactos. Por ello
suele usarse mucho mas el analisis basado en area de pico, parametro independiente de

los efectos de ensanchamiento. El método mas sencillo de la calibraciéon consiste en el uso
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de estandares externos. Se obtienen los cromatogramas de disoluciones estandares de
concentraciones diferentes, pero consecutivas, y se representa el area de pico en funcién
de la concentracién para construir la curva de calibracién. Esto debe corresponder a una
recta que pasa por el origen. Por interpolacion se obtiene la concentracion de ese

constituyente en la muestra (Cases y Hens., 1988; Hernandez y Pérez., 2002).
1.5.2 Huella dactilar cromatogréfica

La huella cromatografica de una planta es el perfil de los compuestos presentes en su
extracto, obtenido por un procedimiento definido para separar tantos compuestos como sea
posible, con el fin de construir un patrén de reconocimiento especifico (Liang et al., 2004;
Dejaegher et al., 2010).

Las normativas actualizadas sobre plantas medicinales publicadas por la OMS, la Agencia
de Medicinas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) y la Agencia Europea del
Medicamento (EMEA) se pronuncian por el uso de huellas dactilares ya que indican que la
identificacion de la planta medicinal debe ser una de las primeras pruebas aplicadas para
garantizar la calidad y discriminar entre especies relacionadas o muestras adulteradas
(Lucio et al., 2012; Tistaert y Vander., 2012).

La Cromatografia en Capa Fina es una de las técnicas mas usadas para el andlisis de
productos herbolarios (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 2001), basicamente

se usa como un método de rastreo que provee perfiles cromatograficos caracteristicos.
1.5.3 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

La Cromatografia en Capa Fina o TLC, por sus siglas en inglés (Thin Layer
Chromatography) es una aplicacién especial de la cromatografia de adsorcion, que utiliza
matrices sélidas sobre un soporte plano. Sus principales ventajas, en comparacién con
otros tipos de cromatografia es que es sencilla, rapida, econémica, versatil y permite
analizar muchas muestras a la vez (Fig. 1.12) (Mok et al., 2006; Liang et al., 2004). Se utiliza
principalmente como un método semicuantitativo que provee perfiles cromatograficos
caracteristicos. No obstante, su aplicacion regularmente se ha limitado a la identificacién
de compuestos marcadores ya que, por lo general es uno de los principales métodos

usados para la identificacion de drogas, narcéticos ilegales y explosivos (Johll-Matthew,
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2008).

La CCF incluye diferentes etapas que encierran la preparacién de la camara de desarrollo,
la activacion de la placa, aplicacién de las muestras, el desarrollo de la placa y el revelado
0 derivatizaciébn para la localizacion de las bandas (Fig. 1.12). La visualizacién del
cromatogrdma, para localizar la posicion de cada uno de los compuestos en la mezcla
separada, depende de los tipos de moléculas presentes en la muestra original. Una vez que
las muestras se han separado, las bandas cromatograficas pueden detectarse por
diferentes métodos como la visualizacion con vapores de iodo, la iluminaciéon con luz
ultravioleta de capas conteniendo compuestos de fosforo, o bien la carbonizacion con &cido
sulfarico (Wilcox y Wilcox., 1995).

Muchos compuestos pueden ser localizados examinando la placa que contiene un indicador
de fluorescencia, bajo luz UV a longitudes de onda corta (254 nm); los compuestos que
absorben en la regién del UV pueden verse entonces como bandas oscuras sobre un fondo
verde fluorescente, mientras que las sustancias de naturaleza fluorescente pueden
visualizarse en luz UV de longitud de onda larga (360 nm). (Pasto y Johnson, 2003; Volonté
y Quiroga, 2013).

1 2

CHCl,/AcoEt/MeOH 6:3:1 CHCl,/AcoEt/MeOH 6:3:1

A) B)

Camara de
desarrollo

Fase movil
Frente del disolvente (eluyente)

Sistema de
solvente

Fase estacionaria
Silica gel (absorbente)

Figura 1.12 Cromatografia en Capa Fina (CCF). A) Preparacién de la camara de desarrollo y
revelado; B) Monitoreo por CCF de la extraccion de ABI's de Argemone mexicana L, Tomado de
Yam, 2014. Placa expuesta a la luz UV de 365 nm (1) y posteriormente derivatizada con &acido
fosfomolibdico (2).
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1.5.3.1 Analisis cuantitativo por CCF

Para poder realizar un analisis cuantitativo en CCF, la muestra debe aplicarse con suficiente
precision para que los parametros sean confiables, la cuantificacion de los metabolitos de
interés se realizd por densitometria. La densitometria es un medio para medir la
concentracion de las zonas reveladas en la capa de CCF (o CCF-AR), desarrollada sin
alterar las sustancias separadas, midiendo la intensidad de la coloracion de la mancha y
pueden trabajar en modo transmitancia, fluorescencia o reflexién, es decir, se mide la
cantidad de luz UV o Visible transmitida, fluorescente o reflejada, luego se transforman
estos valores en &reas que son proporcionales a la concentracion. Un densitometro consta

de una fuente luminosa, un filtro, un colimador, una fotocélula y un galvanémetro.

La técnica consiste en hacer pasar un haz de radiacion electromagnética de longitud de
onda preestablecida (usualmente UV / visible desde 190-800 nm), y que se mueve a una
velocidad predeterminada a través de las zonas cromatograficas, la técnica de escaneo de
la placa en estas condiciones se denomina espectrodensitometria. EI escaneo es un
proceso relativamente rapido (hasta 100 mm s 1). El escaneo de los carriles desarrollados
da como resultados cromatogramas muy similares a los obtenidos en CLAR, que
normalmente muestran una serie de picos con una resolucién diferente donde las zonas

estan bien separadas (Vilanova y Sobob, 2004).

Ademas, el densitdbmetro se puede ajustar para disminuir las sefiales de ruido, la
sensibilidad, y gama para dar un rendimiento éptimo. Debido a que, en la practica, la
muestra debe aplicarse en la placa con suficiente precision para que los parametros sean
confiables y tener un debido control en el desarrollo, la densitometria de barrido ofrece la
evaluacién mas precisa en CCF-AR, particularmente para el ensayo y la cuantificacion de
compuestos marcadores. Su selectividad espectral ofrece una gran ventaja sobre la
inspecciodn visual y la densitometria de video. A diferencia de otras técnicas de separacion,
los costos para un sistema de CCF-AR, asi como el mantenimiento es comparativamente
bajo (Reich y Schibli, 2006).
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1.5.4 Cromatografia en Capa Fina de Alto Rendimiento (CCF-AR)

La CCF-AR (HPTLC, del inglés High Performance thin layer chromatography) es la técnica
mas avanzada de CCF y la combinacién 6ptima de equipo moderno con una sélida base
tedrica y metodologia estandarizada (Jovanovic et al., 1998). CCF-AR presenta un equipo
especializado, con un proceso de separacion mediante techologia e instrumentos
mecanicos programables. Para no dafar la superficie de la placa, se utiliza una microjeringa
especialmente para depositar la muestra en forma de spray o0 por contacto.
Consecuentemente, posee un dispositivo para el desarrollo de placa, sofisticadas cAmaras
de revelado, escaneo mediante un densitometro, sistemas de documentacion electrénica y

procesamiento de datos.

Para el desarrollo de CCF-AR se utilizan placas tipo HPTLC con un tamafio de particula de
aproximadamente 5um, mientras que para CCF convencional se usan particulas de unos
20 um de tamafio medio. Como resultado de esta mejora, la altura del plato teérico se
disminuye por un factor de aproximadamente 3. Esta reduccién permite elevar el nimero
de platos tedricos de una placa de 300 a 5000, y la consecuencia final es que se pueden

obtener separaciones equivalentes con menores distancias de migracion.

Para el desarrollo de las placas se usan camaras horizontales, que poseen dos pequefias
entradas en los extremos para colocar el solvente, y esto posibilita el uso de dos solventes
distintos, las placas se ponen con el adsorbente para abajo, en forma horizontal (Vilanova
y Soborb, 2004; Volonté y Quiroga, 2013).

En general, las ventajas que se tienen al usar en CCF-AR son una mayor resolucion debido
al menor tamafio de particula lo que también implica una mayor superficie expuesta, mayor
sensibilidad, tiempos mas breves, recorridos mas cortos y mayor reproducibilidad. También
es de utilidad para el desarrollo de placas preparativas y la administraciéon de muestras con
aplicadores automaticos, y permite realizar cuantificaciones por medio de parametros
densitométricos (Reich y Schibli, 2006; Chaita et al., 2017).
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1.6 Quimiometria

La quimiometria es la rama de la quimica que aplica métodos estadisticos a los problemas
analiticos de identificacion y cuantificacién de los compuestos quimicos presentes en una
muestra Lucio et al., 2012). Entre los alcances de la quimiometria estan el disefio de
experimentos, la optimizacion y la validacion de métodos, el procesamiento de sefales
cromatogréficas y espectroscoépicas, las técnicas de calibracion (lineales, no lineales y

multivariantes), las relaciones de estructura-actividad, entre otras.

Su creacion fue promovida como resultado de la comprobacion de que los procesos
guimicos no pueden ser explicados sélo con técnicas estadisticos univariantes (analisis de
una Unica caracteristica o cualidad del individuo). Por ello, los datos experimentales deben
ser analizados mediante métodos que permitan el evaluar los efectos de dos o mas factores
o de todo el proceso en conjunto, como son los analisis multivariantes. Hoy en dia el empleo
de la quimiometria en metabolémica es Util para realizar diferentes estudios, incluyendo la
clasificacion de especies de plantas muy parecidas y la determinacién de huellas dactilares
en extractos, entre otros (Tistaert y Vander., 2012; Araujo et al., 2012; Rajalahti y Kvalheim
2011).

El perfil cromatografico de una planta medicinal es un sistema multivariante, tanto por la
manera en cOmo se registran las sefiales analiticas, como por el nimero de componentes
que se pueden registrar (Ciesla et al.,, 2012). Para el establecimiento de las huellas
dactilares se han empleado diversas técnicas estadisticas, entre ellos el Analisis de
Componentes Principales (PCA), en el cual se construyen combinaciones lineales de las

variables iniciales que explican la mayor parte de informacion (Tistaert y Vander., 2012).

Con la quimiometria también es posible la aplicacion de pretratamientos a los datos
experimentales para la construccion de modelos para establecer agrupaciones de muestras
en funcién de su similitud. De manera general, el pretratamiento es la modificacién de datos
y se realiza antes de construir un modelo matematico. El propésito es linealizar la respuesta
de las variables y eliminar las fuentes extrafias de variacion que no son de interés en el
analisis (Hendriks et al., 2005; Wise et al; 2006). La correlacion de la linea base es un
método comunmente empleado en aplicaciones cromatogréaficas donde la sefial de algunas

variables es debida solamente a la sefial del fondo. El algoritmo WLS ("Asymmetric
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Weighted Least Squares") emplea un enfoque automatico para determinar qué puntos son
los més probables para ser sélo linea base; esto lo hace ajustando de manera iterativa una
linea base a cada cromatograma y determinando qué variables estan claramente por
encima de la linea base (es decir, la sefial) y cuales estan debajo de ésta (ruido). Se asume
que los puntos debajo de la linea base son mas significativos en el ajuste de la sefial de

fondo del espectro (Daszykowski y Walczak., 2006).
1.6.1 Técnicas de analisis multivariante

El andlisis multivariante (AM), se refiere a un conjunto de técnicas estadisticas de amplia
aplicacion en el mundo cientifico, especialmente en los estudios de tipo empirico, pues se
analizan simultdneamente los efectos de diferentes variables sobre cada objeto sometido a
un proceso de investigacion (Mertler y Reinhart, 2016).

Por ejemplo, en una Investigacion para identificar areas prioritarias para el manejo y
conservacion de especies en peligro de extincion, el investigador dispone de una gran
cantidad de datos del entorno en el que se desarrolla la investigacion, como: la presencia,
distribucion y el tamafio de las poblaciones de especies, la fenologia y la identificacion. Los
factores que tienen influencia en los resultados suelen ser diversos (apoyo para la
realizacion de los trabajos de campo, ecologia, gastos en equipo de campo, etc.) (Jiménez
et al., 2005). Por lo tanto podemos afirmar que la mayoria de los problemas que surjan en
la investigacion son multidimensionales, es decir, que se deberian estudiar los factores que

influyen de una manera simultanea utilizando técnicas multivariantes (Gad et al., 2013)

Una clasificacién de gran utilidad es el diferenciar las técnicas multivariantes en dos grupos
basicos: los métodos dependientes se emplean para explicar o proyectar las variables
dependientes con base en dos 0 mas variables independientes. Por ejemplo, probar los
efectos de un fertilizante sobre el crecimiento de una planta en funcién de numerosas
variables independientes (tipo de fertilizante, cantidad, mezcla de sustratos etc.) (Arteaga
et al., 2003). Los métodos independientes tratan de dar significado a un conjunto de
variables o bien tratar de agrupar las cosas. Por ejemplo, determinar los componentes
guimicos presentes en extractos vegetales y relacionarlos con sus actividades biolégicas
(Garcia-Lujan, 2010).

32



CAPITULO |

Dentro de los métodos de andlisis de variables independientes se encuentran el Andlisis de

Componentes Principales (PCA) y el Analisis de Conglomerados (cluster).
1.6.1.1 Analisis de Componentes Principales (PCA)

El andlisis de componentes principales (en inglés, Principal Component Analysis, PCA) es
un método estadistico que sintetiza la informacién, reduciendo el nUmero de variables a
considerar en un analisis (reduccién de la dimensién). El PCA realiza un analisis de los
componentes principales de una matriz X de dimension n x p. Los datos de los perfiles
cromatogréaficos pueden ser organizados en una matriz X siendo las filas (n) las muestras
a analizar (individuos) y las columnas (p) las variables (mediciones obtenidas de los
alcaloides). Los componentes principales se van construyendo segun el orden de
importancia en relacion con la variabilidad total que las variables van acumulando de la

muestra. (Kramer-Richard, 1998).

En la actualidad el PCA es un método universal que se puede utilizar en cualquier area de
las ciencias bioldgicas y sociales. Es de uso frecuente en ciencias sociales para la
interpretacion de datos socio-econdémicos y de desarrollo humano (Lin Liao et al., 2015); en
la medicina se ha utilizado para determinar biomarcadores que ayuden en el prondstico,
deteccidn, caracterizacion y respuesta al tratamiento de una enfermedad (Sreekumar et al.,
2009); en quimica alimentaria se ha utilizado para la caracterizacion, identificacion vy
diferenciacion de alimentos (Carnara et al., 1995), y en ciencias ambientales se ha utilizado
para identificar y evaluar el impacto de fuentes contaminantes y su efecto en el medio
ambiente (Lin Liao et al., 2015).

1.6.1.2 Analisis de Conglomerados (cluster).

El Analisis de Conglomerados es una técnica estadistica multivariante cuyo propésito
principal es agrupar elementos (o variables) tratando de lograr la maxima homogeneidad

en cada grupo y la mayor diferencia entre los grupos (Rueda et al., 2016).

La técnica est4 siendo ampliamente para casi todas las areas de investigacion, creando no
solo una riqueza de conocimiento en el uso, sino también la necesidad de una mejor
comprension de la técnica (Hair et al., 2000). Se pueden citar ejemplos de diferentes tipos

de aplicaciones como, la derivacion de taxonomias en biologia para la agrupacion de los
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organismos vivientes, clasificaciones psicoldgicas basadas en la personalidad, analisis de

segmentacién de mercados, entre otros (Prieto-Guerra, 2006).

Los conglomerados obtenidos después de un analisis, muestran un alto grado de
homogeneidad interna dentro del conglomerado y un alto grado de heterogeneidad externa
del mismo. En nuestro caso, se busca la particibn de un conjunto de datos (perfiles
cromatogréficos de individuos) en grupos, de tal forma que los datos pertenecientes a un
mismo grupo sean muy similares entre si pero muy diferentes a los de los otros grupos.
Para conseguir formar grupos homogéneos de observaciones, hay que medir la similaridad
o la distancia (disimilaridad) entre las muestras (tres individuos por especie), con este fin,
en este trabajo se utiliza la distancia euclidea, la cual mide el parecido entre unidades de
andlisis que han sido evaluadas en un conjunto de variables métricas (Aranaz-Ferran,
2002).
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HIPOTESIS

Si el metabolismo de los alcaloides en el género Argemone L. esta definido por factores
genéticos, entonces se espera un patron diferencial de grupos de alcaloides en diferentes

especies quimiotaxonémicamente relacionadas.

JUSTIFICACION

El género Argemone L incluye diferentes especies productoras de alcaloides con
propiedades altamente medicinales. Sin embargo, actualmente, no se cuenta con un
estudio fitoquimico sistematico y caracterizacion quimica de estas especies. Por lo cual, se
posicionan como modelos ideales para el estudio de la diversidad y establecimiento de

perfiles de alcaloides.

Este estudio permitira construir un patrén de reconocimiento especifico de la identidad de
los componentes quimicos, de tres especies: A. mexicana L; A. platyceras Ly O y A.
ochroleuca Sweet; y establecer patrones diferenciales de alcaloides asociadas a su
potencial biosintético. Asi mismo, la informacién obtenida sera de utilidad para identificar
enzimas con mecanismos novedosos para conocer los componentes que generan la

diversificacion quimica, no solo entre especies, sino entre los diferentes tejidos.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la diversidad de alcaloides en A. mexicana L. A. platyceras L y O. y A. ochroleuca
Sweet (Papaveraceae) mediante métodos quimiométricos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer las condiciones de CCF-AR para obtener los perfiles cromatograficos de

alcaloides de diferentes tejidos de plantas del género Argemone.

2.- Analizar el contenido de alcaloides en los extractos obtenidos de tejidos de hoja, tallo y
raiz de tres especies del género Argemone L. (A. mexicana L; A. platyceras L y O; A.

ochroleuca Sweet).

3.- Comparar los perfiles cualitativo y cuantitativo de alcaloides en funcion del origen del

extracto analizado.

4.- Analizar la distribucién y expresion relativa de al menos tres genes involucrados en la
sintesis de los ABI's por PCR en tejidos, mostrando condiciones contrastantes en los

perfiles de acumulacion de alcaloides.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se colectaron plantas adultas de A. mexicana L; A. platyceras L y O; A. ochroleuca Sweet

13

y se identificaron en el herbario ““U’nahil tikin xiw” del” del CICY. Las plantas se separaron
en hojas, tallos y raices. Una parte de los tejidos se secaron para la obtencién de los
extractos y otra se congeld en nitrégeno liquido para la obtencion de &cidos nucleicos. El
proceso para la obtencién de alcaloides que comprende la extraccion de la droga vegetal,
seca y molida, y la purificacién del extracto obtenido, se efectuaron en base en la
metodologia descrita por Monforte y colaboradores (1992) con algunas modificaciones.

Con el extracto de las especies obtenidas se probaron diferentes condiciones
cromatogréficas para optimizar la separacion de los componentes presentes en los
extractos utilizando las técnicas cromatogréficas de CCF y CCF-AR. El andlisis
quimiométrico se realiz6 mediante técnicas multivariantes aplicadas a la matriz de datos
extraida de los perfiles cromatogréficos. La deteccion y cuantificacion de acidos nucleicos

se realizaran por RT-PCR, NanoDrop y electroforesis.

Discusion de
resultados

» 4 & Colectadel
N 2 e
\ material Expresion | .
P vegetal génica o An‘ah‘sus
quimiometrico
Preparacion de Extraccion de (1) Perfil

cromatografico
CCF-AR

la muestra ARNy ABIs é

Figura 1.13 Estrategia experimental para andlisis de la diversidad fitoquimica de tres especies
del género Argemone (Papaveraceae).
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Se colectaron individuos de tres especies del género Argemone: A. mexicana, A.
ochroleuca y A. platyceras. Poblaciones de estas especies se localizaron en Puebla,
Yucatan, Campeche y Chihuahua (ver resultados de la seccion 3.1) y se colectaron en
diferentes estados de desarrollo, de acuerdo a la disponibilidad encontrada en las
poblaciones. De este modo, se colectaron cuatro estados de desarrollo de A. mexicana Ly
A. platyceras L y O, y Unicamente plantas adultas de A. ochroleuca S.

Se colectaron las plantas completas y se llevaron al laboratorio en donde se lavaron con
agua de la llave y se separaron cuidadosamente en hojas, tallos y raices. Las plantas
fueron identificadas por el Biol. José Luis Tapia y un ejemplar de cada especie fue
depositado en el herbario “U’ nahil tikin Xiw” del CICY. Los tejidos colectados se
separaron en dos lotes que se empaquetaron en papel aluminio y se almacenaron en un
congelador (Thermo scientific) a -80 °C. Un lote se utiliz6 para la extraccion de alcaloides,
por lo que los tejidos se secaron por liofilizacién durante 24 h, una vez secos, se trituraron
con la ayuda de un mortero, o bien, con ayuda de un rallador metélico. Los tejidos secos y
triturados se almacenaron en un desecador a temperatura ambiente protegidos de la luz
hasta su utilizacion. El segundo lote se mantuvo en congelacién para la extraccion de los

acidos nucleicos.

2.2 Extracciéon y concentracion de alcaloides bencilisoquinolinicos
La extraccion de alcaloides (Fig. 2.1) se realizé de acuerdo con la metodologia reportada
por Monforte et al (2012) con algunas modificaciones. Se pesaron 200 mg de material seco
gue se trituraron en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino con la ayuda de mortero
y pistilo. El polvo obtenido se incub6 en 15 mL de MeOH con agitacion lenta por dos h a
temperatura ambiente. Después, el extracto se repartio en tubos de microcentrifuga que se
centrifugaron por 5 min a 10,000 rpm. Los sobrenadantes de cada tubo se reunieron en un
solo tubo Falcon, a partir de este extracto crudo, se realizaron los analisis de alcaloides. Al
mismo tiempo, se tomaron dos mL del extracto para ser concentrados por evaporaciéon a

presion reducida en un Centrivap (Heto Uk) con el fin de calcular el rendimiento.
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Pesar el material

végetal Triturar con nitrégeno Maceiara 16k da

liquido MeOH

E

Recuperar los -
sobrenadantes y Centrifugar los Agitar lentamente por

concentrar extractos 2 hrs.

Figura 2.1 Proceso de extracciéon de alcaloides para tejidos de especies de Argemone.

2.3 Separacion por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los alcaloides presentes en los extractos fueron separados por Cromatografia en Capa
Fina (CCF) en placas de gel de silica de 20 x 10 cm (Merck, cat. No. 1.05554.0004) con
indicador fluorescente (Fz4). Como fases mdviles fueron usados dos sistemas de
disolventes, ya establecidos para la separacién de alcaloides de A. mexicana (Monforte et
al., 2012) y que debido a sus caracteristicas permiten la separacion de compuestos alta
(sistema 1) y baja (sistema 2) polaridad. El sistema 1 consistioé de n-butanol/ agua/ hidréxido
de amonio en proporcion 8:1:1 (v/v); mientras que el sistema 2 se prepar6 con benceno/
etanol en proporcion 94:6 (v:v). Se ensayaron volumenes de aplicacion de entre 1y 3 uL
del extracto (donde cada pL representar 13 ug de peso seco de tejido) y el volumen de la
mezcla de disolventes en la cAmara de desarrollo fue de 10 mL. El tiempo de corrida fue de
30 minutos para el sistema polar y 15 minutos para el sistema de menor polaridad. Las
placas se desarrollaron en camaras Twin Trough Chamber (CAMAG). Las placas se
visualizaron con una ldmpara UV (Spectroline ®, USA) a una longitud de onda de 366 nm.
Para identificar los alcaloides se compararon los Rf observados en las muestras con los
estandares disponibles (sanguinarina, berberina y queleritrina); también se analizaron los

patrones de autofluorescencia y la forma de cada mancha.
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2.4 Cuantificacion de sanguinarinay berberina

La cuantificacién de sanguinarina y berberina se llevo a cabo por densitometria in situ sobre
las placas cromatogréficas. La deteccién se realiz6 con un densitémetro (Scanner 4,
CAMAG, Muttenz, Basilea-Campifia, Switzerland) a una longitud de onda de 330 nm,
utilizando el método de estandar externo. Las lecturas se hicieron por un barrido lineal de
cada carril y la concentracién de los alcaloides se determind comparando el area del pico
de las muestras contra el rea de los picos obtenidos con concentraciones conocidas de
los estandares. Se utilizd6 una curva de calibracion para cada alcaloide. Dichas curvas
presentaron un coeficiente de correlacion de 0.9983 para sanguinarina y 0.9972 para
berberina, asi como un limite de deteccion (LDD) de 1.06 ng y de 1.19 ng para sanguinarina
y berberina, respectivamente. En cuanto al limite de cuantificacion (LDC), fueron de 3.5
ng/por punto y 3.9 ng/por punto, respectivamente (Estrada Alfaro, 2018).

Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) con los promedios de las concentraciones
obtenidas de sanguinarina y berberina. Utilizando la prueba de Tukey se efectuaron
comparaciones multiples de las medias para establecer diferencias de concentracion entre

los tejidos de las especies.
2.5 Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion (CCF-AR)

Para la elaboracién del perfil cromatografico por Cromatografia en Capa Fina de Alta
Resolucion (CCF-AR) se programé el software VisionCats (version 2.4) del equipo de
HPTLC por sus siglas en inglés (High performance Thin Layer Chromatography) marca
CAMAG, trabajando en placas cromatograficas de Silica gel 60 F2s4 de medidas 20,0 x 10,0
cm. Se aplicé un volumen de 1 a 2L de las muestras y de los estandares de referencia
usando nitrégeno de alta pureza con una jeringa de 25uL a una velocidad de 140 nL/s,
aplicando en bandas entre 4 a 8 mm. El frente de disolvente alcanz6 una distancia de 7 cm
a partir del origen. El tiempo total de desarrollo de la placa en todos los casos fue menor a
45 minutos (Fig. 2.2). Para el desarrollo cromatografico se utilizé un volumen de 10 mL de
eluyente con una distancia de desarrollo de 70 mm, la activacién de la placa se realiz6
durante 10 min con una solucién sobresaturada de KSCN manteniendo el sistema en un

ambiente controlado con una humedad relativa entre 50 y 56%; posteriormente se satur6 la
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cdmara cromatogréafica usando 25 mL de la fase moévil (Srivastava y ManMohan, 2011).

Una vez desarrollado el cromatograma se procedi6 a documentarlo fotograficamente
usando las longitudes de onda de 254 nm y 366 nm. Mediante el software (VisionCats) se
obtuvieron los valores de Rf de los estandares y de las bandas de interés, con los cuales
se realiz6 la comparaciébn de los extractos. El tiempo de saturacion de la camara
cromatografica y tiempo de pre-acondicionamiento de la placa cromatogréafica se evaluaron
entre si. Las condiciones para el rendimiento 6ptimo se establecieron experimentalmente y

se describen en la figura 2.2.

Aplicacién de ’
——— Desarrollode la placa —‘ Evaluacion |—
——— l O —- ) il i T —r e
| o ngca TLC aluminio | ‘o0 S§turaciéq dela | ' o Documentacion de la |
! silicagel 60 F254 . | camara (sin papel | placa en remision 254 .
o Foto en luz blanca «filtro) con el mismo nmy 366 nm
| o Aplicacionen banda | sistema de b | o En VisionCats: .
de 16 mgestras (entre | : dnsglvep’tes | definicion, asignacion
| ellas estandares) ! I o Activacion de la placa - | de sustancias e

‘o 2yl por muestra I .0 Secado de laplaca | * integracion de |
| senales

A T4

Figura 2.2 Diagrama general del método aplicado por CCF-AR para la deteccidn de alcaloides
en extractos de Argemone. Los sistemas de disolventes utilizados para correr todas las muestras
son benceno/EtOH (94:6 v/v) y n-butanol/H20/NH4OH (8:1:1 v/v).

2.5.1 Analisis densitométrico

Para la obtencion de perfiles cromatogréaficos de especies de Argemone por CCF-AR, se
realizaron las lecturas de las bandas directamente en la placa, utilizando el densitbmetro
(Scanner 4, CAMAG, Muttenz, Basilea-Campifia, Switzerland) usando una longitud de onda
de 330 nm. Los datos obtenidos para cada cromatograma incluyen la altura y area de los
picos, y posiciones de zonas (inicio, medio y extremo) para cada componente resuelto en

cada carril cromatografico en la placa de CCF. También se aplico un ajuste de la linea base
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para que todos los picos se integraran con precision. Para las lecturas de los
cromatogramas se usé la direccion de escaneo desde el origen hasta el frente del solvente
en cada carril. Para cada banda se calculé la relacion frontal (Rf), el area, el color y se
correlacioné la concentracion de estandares con el area de las bandas para determinar la
intensidad de los picos de los compuestos identificados. Los carriles se compararon de

acuerdo con la presencia 0 ausencia de bandas, a su Rf, intensidad de picos y color.
2.6 Analisis Quimiométrico

Para poder observar las posibles relaciones entre los individuos y especies de Argemone
con respecto a su distribucion de alcaloides (variables elegidas), se utilizaron los métodos
quimiomeétricos de PCA y Andlisis de Conglomerados. El conjunto de datos fue constituido
por 108 cromatogramas obtenidos (por cada sistema de elucion) de los extractos de A.
mexicana L. A. platyceras L y O. y A. ochroleuca Sweet (Papaveraceae). Las matrices de
datos contuvieron la altura de picos especificos detectados en cada perfil, con esta matriz
se realiz6 la construccion de los modelos de PCA y Analisis de Conglomerados. Para el
proceso de aplicaciébn de las técnicas multivariantes se incorpor6 como variables la

diversidad alcaloidal.

2.6.1 Programas estadisticos
Para el desarrollo de PCA y Analisis de Cluster se utilizé el programa estadistico Info Stat
version 16-04-2015 y el programa Minitab 18. Para el disefio de matrices de datos se usé
el programa Microsoft Office Excel 2007 y para la presentacion de graficas se utilizé Origin
V.6 e Info Stat.

2.7 Analisis de la distribucion y expresion relativa de genes involucrados en

la sintesis de los ABI's en especies de Argemone

Para el andlisis de trascritos de genes especificos involucrados en la ruta biosintética de
ABI's. Se utilizaron oligonuclettidos previamente disefiados por Xool-Tamayo (2016)
utilizando el transcriptoma de A. mexicana, la informacién disponible en la literatura y en
diferentes bases de datos, como NCBI, ENA-EBI y PhytoMetaSyn. Las secuencias se

muestran en el cuadro 2.1.
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Cuadro 2.1 Descripcion de las enzimas involucradas en la biosintesis de los ABI's tipo
protoberberina y benzofenantridina (Modificado de Xool; 2016; Xool-Tamayo et al., 2017;
Vergara-Olivares, 2016). Tamafio de los productos esperados de transcritos ABI’s encontrados en
Argemone mexicana,; F, direccion sentido; R, direccion antisentido.

Transcrito Secuencias (5 —3") Direccién Tm Tamafio (pb)

CATCGCTAATTACGTTCTCAAGAATCA F

NCS1 -~ 67°C 241
(S)-norcoclaurina sintasa ATAGTAGTACATGGAATTACCTGGATGGGA R
BBE1 CATCTTTGTTCATCATCATCTTCTTCTTCTTCTT F

enzima del puente de 66°C 268
berberina GATCCTCTTGTGCAACATCTAACGGT R
BBE2 CTCATCTTTGTTCATCTTCTTTTCTGTGC F

enzima del puente de 66°C 255
berberina GATCCTCTTG TGCAACATCTAACGGT R
SOMT CAGGATTTGGACCAGAAGCAC F

escoulerina-9-O- 63°C 252
metiltransferasa ACGATACTCCATCCTCCTCGC R
STOX GGTTAGGAAATATGGACTTG F

tetrahidroprotoberberina 54°C 544
oxidasa ATAACATTGCTGGTGAATCT R
GTTCAAAATCTAGTACGTCCGCT F

StySyn 53°C 173
S-estilopina sintasa TTCTCTTGAACATTTGGTTCTCGT R
TNMT CCCCCTGGTTGTGTGACAAT F

tetrahidroprotoberberina cis-N- 54°C 167
metiltransferasa TTCACTGCTTCATGGTTTCCTC R
DBOX CACAGGCCAAGAGGTTTGCTA F

dihidrobenzofenantridina 62°C 523
oxidasa GCTTCCTCCTATTTTCTTTCCCTTT R
GGAGAAGAGTTATGAGCTCCTGAC F

ACTIN 62°C 232
Actina CATACGATCAGCAATACCAGGGAA R

2.7.1 Extraccion de ARN total y sintesis del ADN complementario

Para la extraccion de ARN, se tomé parte de los tejidos frescos de las especies colectadas
para triturarlos con mortero en nitrégeno liquido. Las claves se asignaron haciendo
referencia a la misma division del material vegetal para alcaloides. El material vegetal para

ARN se empaquet6 y almaceno en el ultracongelador a -80 °C.
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La extraccion de ARN total se efectu6 de acuerdo con lo reportado por Rubio-Pifia en el
2009. Para la extraccién, se macer6 1 g de tejido con nitrégeno liquido y 250 mg de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) hasta obtener un polvo fino. El tejido se homogeniz6 con 10
mL del amortiguador de extraccion (Trizol), y la mezcla se incubé a temperatura ambiente
por 10 min. Posteriormente, se centrifugd a 14,000 g por 10 min a 4°C y se recuperoé el
sobrenadante en un tubo nuevo al que se le agregé 1 mL de una mezcla de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) y se incubd a temperatura ambiente por 2 min. Las fases se
separaron centrifugando a 13,000 g durante 10 min a 4°C, la fase acuosa se transfirié un
tubo estéril (este paso se realiz6 2 veces). La fase acuosa se mezclé con 0.625 volimenes
de 8 M de LiCl; y se incub6 durante 1h a 4°C, la mezcla se centrifugd a 13,000 g durante
30 min a 4 °C, se elimin6 cuidadosamente el sobrenadante. La pastilla de ARN se lavé con
etanol al 70%, centrifugando las muestras a 13,000 g durante 10 min a 4°C, finalmente la
pastilla se resuspendi6 en 20 pl de amortiguador TE y se almacena a -80°C hasta su uso.
La integridad del ARN de las muestras se verifico por electroforesis en gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio. La concentracion y pureza del ARN se evalué usando el
NanoDrop, para medir la absorbancia de la muestra.

La sintesis de cDNA se realizé por transcripcidn reversa utilizando ARN total obtenido de
hojas, tallos y raices de las muestras. Para este experimento, se utilizé el procedimiento
descrito por Vergara-Olivares (2016). Para sintesis de la primera cadena complementaria
de cDNA se realiz6 una reaccién utilizando los siguientes componentes: 2 ug de ARN total,
2ul de DNAsa (10X buffer), 2 ul de regulador y 6 ul de agua DEPC, luego se incub6 a 37 °C
por 30 min y después se detuvo la reacciéon al incubar a 65 °C durante 10 min.
Posteriormente, se agregaron: 1 ul de Oligo dT (500ug/ml), 1ul de DNT p mix (10Mm), 5ul
de H,O DEPC y se incubé a 65°C por 20 min, luego se dejo6 reposar por 10 min, y finalmente,
se agregd 1 ul de transcriptasa reversa (M-MLV), 2 pl de DTT y se dej6 en incubaciéon a 37
°C por 60 min, obteniéndose un volumen final de 30 pl. La reaccién se inactivd incubando
a 70 °C por 15 min. Las concentraciones de cDNA se verificaron usando el equipo

NanoDrop y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
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2.7.2 Expresion relativa por PCR en punto final.

El ADN de cadena sencilla asi formado fue sometido a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, del inglés Reverse transcription polymerase
chain reaction), para el aislamiento de los ADNCc’s parciales correspondientes a las enzimas
especificas claves en la ruta biosintética de los ABI's. Se utilizé 10 uM de cebadores
especificos y 0.6 yL (5 U/uL) de Tag ADN polimerasa y se estandarizaron las condiciones
de amplificacién de cada uno de los genes de interés. Los cebadores para la amplificacion
de transcritos correspondientes a las enzimas fueron disefiados por Xool-Tamayo (2016) y
se muestran en el cuadro 2.1. Los productos esperados correspondieron al fragmento de
pb para las enzimas utilizando los cebadores especificos.

El programa de PCR consistié en 30 ciclos con etapas de 30 segundos, cada una a 95y 50
°C y de 1 min a 72 °C, para la desnaturalizacion, alineamiento, y amplificacion
respectivamente, precedidos por una etapa de 3 min a 94° C y finalizando con otra de 10
min a 72 °C. Los productos de RT-PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1% tefido
con 1 pg-mL-1 de bromuro de etidio. Se incluyeron marcadores de tamafio molecular (1 Kb
DNA ladder, INVITROGEN ®). Para el analisis de los niveles de acumulacién de los
transcritos fue empleada la proteina actina (ACTIN ®) como estandar interno. El gel se

visualizé en un fotodocumentador con transluminador Bio-Rab Universal Hood II.
2.7.3 Purificacién de transcritos de genes involucradas en la biosintesis de los ABI's

Los geles de agarosa donde se fraccionaron los productos de la PCR para amplificar los
fragmentos fueron visualizados en un trasluminador (MACROVUE UV-25) a 225 nm. Los
amplicones se escindieron del gel con la ayuda de un bisturi estéril y se colocaron en un
tubo eppendorf de 1.5 mL en hielo. El fragmento se purificé con la ayuda del estuche
comercial Zimoclean™ Gel DNA Recovery Kit de Epigenetics ®. Las purificaciones se
realizaron siguiendo las instrucciones del protocolo provisto en el estuche Zimoclean™ que
se basa en un método de alta calidad para la recuperacién de ADN de geles de agarosa
agregando el buffer ADB para disolver la agarosa y transfiriendo la solucién a una columna
gue contiene un tubo colector. Después de dos lavados con el buffer DNA Elution, el ADN

puro se eluye de la columna.
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2.7.4 Secuenciacion y alineamientos

Para la secuenciacion, se prepararon tubos que contenian 5 uL de 50 ng/uL de producto
de PCR més 5 uL de 5 pmol/uL de primer utilizado. Las muestras fueron enviadas a la
compafia Macrogen Inc. en Seoul Corea del Sur para su secuenciacion. Cada muestra fue

enviada con el oligonucledtido directo y el reverso por separado.

En el andlisis bioinformatico, el proceso de verificacibn se realiz6 a partir de las
comparaciones de secuencias nucleotidicas presuntamente identificadas de A. mexicana,
depositadas y disponibles en bancos de informacién o bases de datos, como NCBI (National
Center for Biotechnology Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los alineamientos se

realizaron mediante el programa DNAman 4.13.
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CAPITULO 1lI
RESULTADOS

3.1 Colecta del material vegetal

La colecta del material vegetal se llevé a cabo entre diciembre de 2016 y febrero de 2017
en sitios seleccionados para cada una de las especies en estudio, tomando en cuenta su
hébitat natural y su época de floracion y de fructificacion (figura 3.1). Las poblaciones de A.
mexicana L. se localizaron en Komchén, Mérida, Yucatan (21.10° N 89.67 °O) y en
Dzacabuchén, Champoton, Campeche (19.04° N 90.70° O). La poblacién de A. platyceras
L y O se localiz6 en San Juan Huiloapan, Atzitzintla, Puebla (18.89°N 97.27 °0O). La
poblacién de A. ochroleuca S. se localiz6 en los alrededores de la ciudad de Chihuahua,
Chihuahua (28.63° N 106.09° O). Los ejemplares de cada especie fueron identificados por
el Biol. José Luis Tapia Mufioz del herbario “U Nahil Tikin Xiw” del CICY.

» Poblacion No.1 Argemone ochroleuca.
Zona Centro, Chihuahua, Chihuahua.

» Poblacion No.1 Argemone
mexicana. Komchén,
Meérida, Yucatan..

« Poblacion No.1 Argemone

platyceras. San Juan

Huiloapan, Atzitzintla, Puebla. = Poblacion No.2  Argemone
mexicana. Dzacabuchén,
Champotén, Campeche.

Figura 3.1 Mapa de ubicacion de los sitios de colecta. Se indica el nimero de poblacién de la
especie y se resaltan los estados de la Republica Mexicana en el que se colecto.

Se colectaron tres individuos adultos de cada especie por poblacion para ser procesados y
uno adicional para ser prensado y conservado en el herbario. Las plantas colectadas
presentaban capullos, flores abiertas, capsulas y semillas (Fig. 3.2). Las tallas de los

individuos colectados se muestran en el cuadro 3.1.
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A. mexicana A. ochroleuca A. platyceras

-~

Figura 3.2 Plantas adultas colectadas de A. mexicana, A. ochroleucay A. platyceras.

Cuadro 3.1. Caracteristicas de los individuos colectados de las diferentes especies de
Argemone.

Especie/Poblacion Origen Color de flores Altura (cm)
A. mexicana-1 Komchén Yuc. Amarillo intenso 62-84
A. mexicana-2 Dzacabuchén, Cam. Amarillo intenso 30-48
A. platyceras Atzitzintla, Pue. Blanco 30-50
A. ochroleuca Chihuahua, Chih. Amarillo péalido 27-35

3.1.1 Seleccién y procesamiento del material vegetal

Las plantas fueron colectadas enteras, extrayéndolas de raiz y se conservaron en hielo
durante su transporte al laboratorio, excepto los ejemplares de A. ochroleuca que fueron
despachados por paqueteria. Una vez en el laboratorio, las plantas se lavaron
cuidadosamente con agua y jabon para eliminar restos de tejidos, tierra y las hojas
marchitas. Después del lavado, las plantas fueron separadas en hojas, tallos y raices y
secadas por liofilizacion. Los tejidos secos fueron molidos utilizando un mortero hasta
reducir a polvo fino. Los tejidos provenientes de los individuos diferentes de cada especie
fueron procesados de manera independiente de tal modo que se cuentan con muestras
triplicadas para cada tejido por individuo. Las muestras fueron etiquetadas con un cédigo
gue combina la letra inicial de la especie (m, o, p), el numero del individuo colectado (1, 2,
3), la inicial del tejido (h, t, r) y el nimero de repeticion (1, 2, 3). De este modo, el cédigo

m1hl representa A. mexicana, individuo 1, tejido de hoja, repeticién 1.
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3.2 Obtencidn del extracto vegetal

Se pesaron 200 mg de material vegetal seco y se maceraron en 15 mL de MeOH grado
analitico con agitacion constante por 2 h a 25 °C. Utilizando esta metodologia los
rendimientos obtenidos fueron de entre 30 y 120 mg totales de extractos metandlicos secos
para los diferentes tejidos, que representan entre el 30 y 60 % del peso seco inicial del tejido

empleado para la extraccion.

3.3 Andlisis por CCF de extractos alcaloidales
Los primeros analisis por CCF se realizaron para establecer las condiciones preliminares
para la separacion de ABI’s de los extractos. Se utilizaron dos sistemas de disolventes para
la separacion de los compuestos de mayor (sistema 1) y menor (sistema 2) polaridad. La
composicion de estas mezclas fue n-butanol/ HO/ NH4sOH (8:1:1 v/v) y benceno/ EtOH
(94:6 v/v), para los sistemas 1y 2 respectivamente. En estos sistemas, la sanguinarina (Sa)
se visualiza al exponerse a la luz UV de 366 nm como con una banda naranja-rojiza con
valores de Rf de 0.95 y 0.38 en los sistemas 1 y 2 respectivamente, por otra parte, la
berberina (Be) despliega una fluorescencia verde azulada a un Rf de 0.29 en el sistema 1
y se mantiene en el origen en el sistema 2, mientras que la queleritrina (Que) se percibe
también como una banda naranja-rojiza, pero a Rf de 0.95y 0.27 en los sistemas 1y 2,
respectivamente (Fig. 3.3 y 3.4). De este modo, la implementacion de dos sistemas de
disolventes para la obtencién del perfil cromatografico completo resulté adecuada,
considerando que las distancias recorridas por el disolvente y por los diferentes alcaloides
presentes en los extractos presentd una resolucion adecuada para su cuantificacion e

identificacion.

Un analisis utilizando el sistema 1 revel6 la presencia de berberina en los tres tejidos de las
tres especies estudiadas, aungque las menores cantidades se observaron en A. platyceras
(Fig. 3.3). En esta especie, s6lo se detectaron trazas en tallos y hojas, siendo el limite de
deteccion del método de 1.06 ng por punto (Estrada Alfaro, 2018); mientras que en las
raices, aunque las sefales fueron superiores al limite de cuantificacién (3.9 ng/por punto;

Estrada Alfaro, 2018), no alcanzaron los valores de las otras especies.
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raiz-tallo-hoja-Argemone n-butanol/H,0/NH,OH 8:1:1

Be M-1 M-2 O P Sa M-1 M-2 O P Be M-1 M2 O P Sa
Raiz Tallo Hoja

Figura 3.3 Analisis por CCF de extractos de especies de Argemone en el Sistema 1: n-butanol:
H.O: NH4OH (8:1:1 v/v), placa bajo luz UV de 366 nm. M-1, A. mexicana poblaciéon 1; M-2, A.
mexicana poblacién 2; O, A. ochroleuca; P, A. platyceras. Cada carril fue cargado con 1 pyL de
extracto, los estandares utilizados fueron: berberina (Be, Rf: 0.29) y sanguinarina (Sa, Rf: 0.95).

El sistema 2 logré la separacién de los alcaloides de mediana polaridad, como
sanguinarina y queleritrina. La sanguinarina se encontré en cantidades significativas en
las raices de todas las especies. También se observo la presencia de dihidrosanguinarina,
muy proxima al frente de disolventes, y de queleritrina que se detect6 en todos los tejidos
de la poblacion 2 de A. mexicana, asi como en A. ochroleuca, pero no en A. platyceras

(Fig.3.4).

raiz-tallo-hoja-Argemone Benceno-EtOH 94:6

Sa M1 M2 O P Que M1 M2 O P Be M1 M2 O P Sa
Raiz Tallo Hoja

Figura 3.4 Andlisis por CCF de extractos alcaloidales de especies de Argemone en el Sistema
2 (Benceno: EtOH 94:6 v/v), placa bajo luz UV a 366 nm. M-1, A. mexicana poblacion 1; M-2, A.
mexicana poblacién 2; O, A. ochroleuca; P, A. platyceras. Mismas abreviaturas en la Fig. 3.6. Cada
carril fue cargado con 1 pL de extracto, los estandares utilizados fueron: sanguinarina (Sa, Rf: 0.38)
y queleritrina (Que, Rf: 0.27).
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De este modo, la presencia de los alcaloides sanguinarina y berberina (de forma particular)
en los tejidos de Argemone pueden ser usadas como referencias, no solo por ser los
productos finales de dos rutas biosintéticas distintas (benzofenantridinas y protoberberinas)

sino por sus abundancias (Vazquez-Flota, 2018).

Recapitulando, los perfiles obtenidos por CCF nos revelan que A. mexicana, A. platyceras
y A. ochroleuca presentan una capacidad biosintética similar, mas no idéntica. Es
importante notar que con anterioridad se reportd que las especies en estudio se
caracterizan por la presencia de protoberberinas y sus derivados (Haisova y Slavik, 1973;
Hagel y Facchini, 2013), asi como por la presencia de sanguinarina y berberina (Rubio-
Pifa, 2009; Baker et al., 2002; Fletcher et al., 1993; Slavik et al., 1972), estos hallazgos
apoyan los resultados obtenidos en nuestros analisis por CCF.

3.4 Andlisis por CCF-AR para extractos de especies de Argemone

Con el fin de aumentar la sensibilidad en la deteccion de alcaloides y lograr una mayor
reproducibilidad se realizaron ensayos por cromatografia en capa fina de alta resolucion
(CCF-AR). Para ello, se definieron las condiciones para el desarrollo cromatogréfico,
incluyendo la altura de la placa (10 cm), el volumen de extracto a aplicar (1-3 ul) y el método
de visualizacién. Las separaciones se llevaron a cabo con los sistemas de disolventes 1y

2 anteriormente mencionados.

Los extractos y los estandares de referencia fueron aplicados sobre las placas en forma de
bandas. Los perfiles cromatogréaficos se realizaron para muestras de un individuo de cada
especie y compararon con los estandares disponibles. Las condiciones de la camara se
fijaron a una humedad relativa de 56% y temperatura de 23 = 2°C, con una distancia de
corrida de 70 mm en placas de 10 x 10 mm de altura. Al finalizar el desarrollo del
cromatograma, la placa se observo bajo luz visible y luz UV a las longitudes de onda 254 y
366 nm, capturandose las imagenes correspondientes mediante el Visualizer CAMAG que
permite obtener fotografias de alta resolucion (Figs. 3.5y 3.6). Posteriormente la imagen se
corrigi6 mediante el software del equipo (VisionCats, version 2.4) para la normalizacion del

color, eliminacion de fondo y captura de las densidades 6pticas (Ram et al., 2011).

El método, utilizando el sistema 1, permitié una muy buena separacion de ABI’s, incluyendo
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la berberina (uno de los compuestos abundantes; Fig. 3.5). Algo similar se observé al
emplear el sistema 2 con los alcaloides de mediana polaridad, como sanguinarina y
queleritrina (Fig. 3.6). Cabe mencionar que los tiempos de saturacion de la camara
cromatrografica oscilaron entre 15 y 20 minutos y el resultado en la placa es variable segun

la naturaleza de cada muestra, razén por la cual cada carril fue analizado individualmente.

HPTLC-Argemone n-butanol/H,0/NH,OH 8:1:1

Be M1l M1 M1 M2 M2 M2 M2 Be o o o o P P P P Be
10ng/ul Hoja Tallo Raiz Hoja Tallo Rafz Raiz 10ng/uL Hoja Tallo Ralz Ralz Hola Tallo Raiz Raiz 10ng/uL

Figura 3.5 Placa cromatografica obtenida por CCF-AR para el desarrollo de perfiles de
alcaloides de alta polaridad en extractos de hoja, tallo y raiz de dos poblaciones de A.
mexicana (M-1y M-2), A. ochroleuca (O) y A. platyceras (P), placa bajo luz UV de 366 nm. Del
estandar de berberina (Be) se aplicé un punto de 10 ng/uL. Mismas abreviaturas como en la Fig. 3.3.

‘HPTLC-Argemone Benceno-EtOH 94:6

sa M1 M1 M1M2M2M2ae O O O P P P sa sa
10 ng/pL 10 ng/pL Raiz 10 ng/pL 2 ng/pL

Raiz

Figura 3.6 Placa cromatogréafica obtenida por CCF-AR para el desarrollo de perfiles de
alcaloides de mediana polaridad en extractos de raices de las dos poblaciones de A. mexicana
(M-1y M-2), A. ochroleuca (O) y A. platyceras (P), placa bajo luz UV de 366 nm. Los estdndares
utilizados fueron sanguinarina (Sa) y queleritrina (Que) en concentraciones de 2 y 10 ng/uL. Mismas
abreviaturas como en la Fig. 3.4.

De este modo, la separacion de los alcaloides fue adecuada en ambos sistemas y los

perfiles de bandas fueron similares a los obtenidos previamente con la cromatografia
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convencional (CCF), generando los valores de Rf caracteristicos para cada mancha de las
muestras identificadas. El Rf de berberina fue de 0.40 en el sistema 1y los de sanguinarina
y queleritrina en el sistema 2 fueron de 0.40 y 0.20 respectivamente. La diferencia en los
valores de Rf entre la cromatografia convencional y la de AR pueden deberse a la fase
gaseosa de disolventes que se genera durante el tiempo de saturacion en la camara en
desarrollo, ya que la cAmara representa un sistema cerrado los compuestos son empujados
por las moléculas del disolvente en desarrollo como por las moléculas del disolvente
presentes en la fase gaseosa. También puede deberse a la naturaleza de la fase
estacionaria (placas grado HPTLC) con un tamafio de particula de aproximadamente 5um,
lo que nos permitié obtener separaciones con menores distancias de migracion (Reich y
Schibli, 2006; Srivastava-ManMohan, 2011).

3.5 Obtencion de perfiles cromatograficos de especies de Argemone por CCF-
AR

Una vez que se logré la separacion adecuada de los alcaloides mas abundantes (berberina
y sanguinarina) mediante el uso de ambos sistemas de disolventes, se obtuvieron los
perfiles cromatograficos correspondientes a un individuo por cada especie. Para ello, se
analizaron los carriles de las placas correspondientes, mediante un barrido en el
densitometro. Esto se hizo con el fin de detectar todas las bandas separadas en los
diferentes sistemas utilizados. Cada banda representa, en principio un alcaloide diferente
ya que sus valores de Rf difieren, presentan una fluorescencia caracteristica y en la mayoria
de los casos las bandas se resuelven completamente. En las figuras 3.7 y 3.8 se muestran

los perfiles cromatogréaficos obtenidos en los sistemas de elucién 1y 2 respectivamente.
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Figura 3.7 Perfiles cromatograficos obtenidos por CCF-AR para alcaloides de alta polaridad
(sistema 1) presentes en especies de Argemone. Todos los carriles fueron leidos a una misma
longitud de onda (330 nm). Extractos de hoja (A), tallo (B) vy raices (C).
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Figura 3.8 Perfiles cromatograficos obtenidos por CCFAR para alcaloides de mediana
polaridad (sistema 2) presentes en especies de Argemone. Todos los carriles fueron leidos a una
misma longitud de onda (330 nm). Extractos de hoja (A), tallo (B) y raices (C).
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Los perfiles cromatogréaficos que se obtuvieron por CCF-AR presentan ventajas sobre la
CCF convencional ya que en el analisis, la aplicacion de las muestras y el desarrollo de la
cromatogréfica es de forma automatizada, generando resultados mas reproducibles; y con
la deteccion visual con foto-documentacion, ademas de que el software permite realizar una
comparacion del perfiles de cada muestra en la combinacién que se desee (Shermay Fried,
2003). La cantidad de fase mdvil utilizada por muestra en CCF-AR resultd sustancialmente
menor que por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR) (Spoof et al., 2010). Por
otra parte, a diferencia de los datos obtenidos por CCF convencional pueden, los obtenidos
por CCF-AR pueden ser altamente recomendadles para fines de control de calidad de
fitomedicamentos debido a que se desarrollaron bajo condiciones controladas por los
equipos HPTLC CAMAG (Srivastava- ManMohan, 2011).

3.5.1 Anélisis de perfiles cromatogréaficos resueltos por los sistemas 1y 2

Los cuadros 3.2 y 3.3 presentan los analisis de perfiles cromatograficos en los sistemas 1
y 2, respectivamente. Es interesante notar que, utilizando el sistema 1, el mayor nimero de
compuestos o bandas (Cuadro 3.2) se presentd en extractos de hojas de A. mexicana y de
raices de A. platyceras, de los cuales berberina es el compuesto mas abundante (nétese la
altura de los picos; Fig. 3.7). Por otro lado, en el sistema 2, hojas y tallos de A. platyceras
mostraron no sélo el menor nimero de compuestos, sino en menores abundancias (Fig.
3.8; Cuadro 3.3).

Cuadro 3.2 Analisis de perfiles cromatogréficos de extractos del género Argemone en el
sistema 1. Be, berberina.

Especie Tejido Bandas detectadas Valores de Rf
Hoja 6 0.16, 0.19, 0.21,0.29 (Be), 0.45, 0.54
A. mexicana | Tallo 4 0.16, 0.23, 0.29 (Be), 0.45
Raiz 5 0.16, 0.19, 0.23, 0.29 (Be), 0.45
Hoja 4 0.16, 0.23, 0.29 (Be), 0.45
A. ochroleuca' Tallo 5 0.16, 0.23, 0.29 (Be), 0.45, 0.54
Raiz 5 0.16, 0.21,0.23, 0.29(Be), 0.45
Hoja 3 0.16, 0.19, 0.23
A. platyceras | Tallo 5 0.16, 0.19, 0.23, 0.45, 0.54
Raiz 6 0.16, 0.19, 0.21,0.23, 0.29 (Be), 0.45
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Cuadro 3.3 Analisis de perfiles cromatograficos de extractos del género Argemone en el
sistema 2. Que, queleritrina; Sa, sanguinarina.

Especie Tejido Bandas detectadas Valores de Rf
Hoja 0.25 (Que), 0.28, 0.34, 0.38 (Sa), 0.46, 0.58,0.80

~

(
A. mexicana Tallo 4 0.25 (Que), 0.34, 0.38 (Sa), 0.90 (DhSa)
Raiz 7 0.25 (Que), 0.28, 0.31, 0.34, 0.38 (Sa), 0.46, 0.90 (DhSa)
Hoja 6 0.25 (Que), 0.28, 0.34, 0.38 (Sa), 0.58, 0.80
A. ochroleuca Tallo 6 0.25 (Que), 0.28, 0.31, 0.34, 0.38 (Sa), 0.46
Raiz 8 0.25 (Que), 0.28, 0.31, 0.34, 0.38 (Sa), 0.46, 0.58, 0.90 (DhSa)
Hoja 1 0.46
A. platyceras Tallo 1 0.46
Raiz 5 0.28,0.31, 0.34, 0.38 (Sa), 0.90 (DhSa)

3.5.2 Identificacion de alcaloides totales en perfiles cromatograficos de

especies de Argemone

Debido a que sélo se disponia de cuatro estandares de alcaloides (berberina, sanguinarina,
dihidrosanguinarina y queleritrina) no fue posible aun asignar identidad a otros compuestos.
Como un paso inicial hacia la identificacion de los otros compuestos separados, las bandas
observadas en cada sistema de elucidon se clasificaron de acuerdo a sus valores de Rf y
propiedades fluorescentes, asi mismo y se enumeraron por orden de elucion en figuras
animadas en las que el tamafio de la mancha indica la abundancia del alcaloide (Figs. 3.9
y 3.10).

En el sistema 1, que presenta los alcaloides mas polares, se detectaron un total de siete
bandas con fluorescencias en tonos azules, verdes y amarillas (Fig. 3.5). Estas bandas se
etiquetaron C1 a C7, en donde la berberina se observa con una fluorescencia verde, a Rf
0.29 y correspondiendo al compuesto 5 (C5). En el sistema 2 se detectaron nuevas bandas
con tonos amarillos y azules (Fig. 3.6) y que fueron enumeradas de C8 a C16. Queleritrina,
sanguinarina y dihidrosanguinarina, presentando fluorescencias naranjas y amarillas,
correspondieron a C8, C12 y C16, con valores de Rf de 0.25, 0.38 y 0.90, respectivamente
(Fig. 3.10).
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Figura 3.9 Cromatograma de extracto de raiz de A. platyceras que muestra la identificacion
por fluorescencia de compuestos presentes en el Sistemas 1 de eluciéon. A la derecha se

presenta el perfil animado por CCF que marca el nimero de compuesto de acuerdo a su orden de
elucion en la placa y sus valores de Rf.
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Figura 3.10 Cromatograma de extracto de raiz de A. ochroleuca que muestra la identificaron
por fluorescencia de compuestos presentes en el sistemas 2 de elucién. A la derecha se
presenta el perfil animado por CCF que marca el nimero de compuesto de acuerdo a su orden de
elucion en la placa y sus valores de Rf.

Un analisis de las distribuciones tisulares de los 16 presuntos alcaloides en las tres especies
(Fig. 3.11) reveld que las mayores coincidencias ocurrieron en la hojas y tallos de A.
mexicana y A. ochroleuca, que compartieron ocho y siete compuestos, respectivamente.

Por otro lado, la raices de las tres especies compartieron un total de nueve compuestos.
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En este analisis se puede observar (Fig. 3.11) que no ocurrieron alcaloides exclusivos en
ninguna de las tres especie. Las diferencias ocurren en las distribuciones en los tejidos. Por
ejemplo, la parte aérea de A. platyceras solamente comparte cuatro compuestos que adn
no han sido identificados (C1, C4, C6 y C13) con las otras dos especies. Sin embargo, las
partes aéreas de A. mexicana y A. ochroleuca mostraron una mayor similitud, ya que
comparten los compuestos: berberina (C5), queleritrina (C8), C9, C11, sanguinarina (C12),
Cl4y C15.

\ allo
\ T

\

Hoja

A. platyceras

A. platyceras

N
\

\

B om
0ss

\
A. ochroleuca |

A. platyceras

Figura 3.11 Distribucion de los 16 presuntos alcaloides resueltos en los perfiles
cromatograficos de hojas, tallos y raices de especies de Argemone. Los compuestos del
sistema de elucion 1 se presentan en un circulo y los del sistema 2 en un cuadro. Los colores
representan por lo general las caracteristicas fluorescente de los compuestos. Que, queleritrina; Sa,
sanguinarina; Dsa, dihidrosanguinarina; Be, berberina.
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3.5.3. Distribucion cuantitativa de berberina, sanguinarina, queleritrina y

dihidrosanguinarina en los diferentes tejidos de Argemone

Como ya se menciond, es posible asignar identidades a cuatro alcaloides; sanguinarina,
berberina y queleritrina, para los que se cuenta con los estandares de referencia, asi como
dihidrosanguinarina, el cual ha sido identifciado por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG-EM; Guizar-Gonzalez et al., 2012). Dado que los volumenes
de extracto se equilibraron para representar 13 ug de peso seco de tejido, es posible
establecer comparaciones sobre sus posibles abundancias. De este modo, en los perfiles
de raices, las sefiales detectadas para sanguinarina fueron muy similares entre si (Fig.
3.12), sugiriendo similares contenidos. Este no fue el caso para la dihidrosanguinarina que,
si bien se pudo observar en las tres especies, se detectaron picos con mayor intensidad en
A. platyceras, seguida por A. ochroleuca y A. mexicana en porcentajes de 4 y 2% de lo
observado en A. platyceras, respectivamente (Fig. 3.12).

Respecto a la berberina, que también se encontr6 en las tres especies, se detecté con
mayor intensidad en A. ochroleuca, seguida por A. mexicana y A. platyceras en porcentajes
de 40 y 3% de A. ochroleuca, respectivamente (Fig. 3.12). Queleritrina pudo detectarse en
las raices de A. mexicana y A. ocholeuca, siendo aparentemente el doble de abundante en

A. mexicana (Fig. 3.12).

Resolucion de picos
pertenecientes a
dihidrosanguinarina

Resolucion de picos Resolucion de picos Resolucion de picos
pertenecientes a berberina per | a inarina pert: s a queleritrina

Figura 3.12. Intensidades de la sefiales detectadas en los perfiles de raices de Argemone para
berberina, sanguinarina, queleritrina y dihidrosanguinarina. M-1, A. mexicana poblacién 1; M-2,
A. mexicana poblacién 2; O, A. ochroleuca; P, A. platyceras.
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Como ya se indico, en los tejidos aéreos (hojas y tallos), los perfiles obtenidos fueron
cualitativamente muy similares entre A. mexicanay A. ochroleuca. No obstante, se notd una
diferencia con respecto a queleritrina, cuya sefial se detecté con mayor intensidad en tallos

de A. mexicana que en los de A. ochroleuca, en los que fue unas cinco veces menor.

Con relacion al alcaloide queleritrina, no se detecté en ninguno de los tres tejidos de A.
platyceras (Fig. 3.12), sin embargo, es posible que se encuentre presente en otras etapas
de desarrollo y no en la edad adulta de la planta (Atta-ur-Rahman, 1994). Por su parte, la

berberina se pudo detectar en muy bajas cantidades y soélo en las raices de esta especie.

En un estudio previo realizado en parte apigeal de plantas de cuatro especies de Argemone
(A. mexicana, A. alba, A. platyceras y A. hibrida) se logro el aislamiento e identificacion de
16 alcaloides (Israilov y Yunusov, 1986), entre los alcaloides aislados de A. mexicana y A.
platyceras se encontraron sanguinarina, berberina y queleritrina (sélo para A. mexicana),
también; protopina, a-alocriptopina, (S)-escoulerina, queilantifolina y reticulina, que
estuvieron presentes en ambas especies. Los alcaloides magnoflorina, munitagina,
platicerina, O-metilplaticerina y argemonina se aislaron solamente en A. platyceras. A partir
de este analisis, es razonable sugerir que algunos de los alcaloides aislados en esta
investigacion puedan corresponder a algunos de los doce que aun no se han identificado

en los perfiles cromatograficos.
3.6 Cuantificacién de berberina y sanguinarina en especies de Argemone L.

La correcta separaciéon de berberina y sanguinarina en los diferentes sistemas de
disolventes permiti6 cuantificar sus contenidos. Para ello, se elaboraron curvas de
calibracién de 5 a 50 ng/uL para cada alcaloide. Para estos analisis se utilizaron extractos

de plantas en estado maduro, con flores y frutos, en estos analisis.
3.6.1 Cuantificaciéon de berberina en especies de Argemone L.

La berberina se cuantificé directamente en los extractos crudos, utilizando el sistema 1 (n-
butanol/H,O/NH,OH 8:1:1 v/v). Bajo estas condiciones, la abundancia del alcaloide en los
extractos de A. mexicana y A. ochroleuca, se obtuvieron qué diluir entre dos y siete veces

antes de las lecturas densitométricas de las placas(Fig. 3.13), no dejandolos fuera del limite
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de cuantificacion (3.9 ng/por punto; Estrada Alfaro, 2018). No obstante, los extractos de A.

platyceras necesitaron ser concentrados, debido a su baja concentracion.

raiz-Argemone n-butanol/H,O/NH4OH 8:1:1

Be M-1 M1 M1 M2 M2 M2 Be P P P O O O Be

Raiz Raiz

Figura 3.13 Analisis por CCF para la cuantificacién de berberina en extractos alcaloidales de
raices en especies de Argemone, placa bajo luz UV de 366 nm. M-1 y M2, A. mexicana
poblaciones 1y 2, respectivamente (dilucion 1: 2). P, A. platyceras; O, A. ochroleuca (dilucion 1:7).
Solo los extractos de A. platyceras se cargaron en 3 uL. En los demas casos se cargé 1 uL. Be,
berberina (Rf: 0.29).

Es interesante notar que los contenidos de berberina en hojas y tallos de las dos
poblaciones de A. mexicana fueron similares entre si (aproximadamente entre de 1.4y 1.0
mg/g PS para hojas y tallos, respectivamente (Fig. 3.14). Estos valores, resultaron también
comparables con los observados en A. ochroleuca, mientras que el alcaloide no se pudo
cuantificar en estos tejidos en A. platyceras (Fig. 3.14). Por su parte, las raices mostraron
diferencias méas notables, encontrandose en las de A. ochroleuca los mayores contenidos,
siendo cerca de tres veces superiores a los encontrados en A. mexicana (Fig. 3.13),
mientras que en A. platyceras se observaron niveles muy bajos. Los valores observados en
los tejidos de A. mexicana son similares a los reportados previamente (Monforte-Gonzéalez
et al., 2012; Xool-Tamayo et al., 2017).
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[ A mexicana M-1
I A. mexicana M-2
I A. ochroleuca
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Hoja Tallo Raiz

Cuantificacion de berberina

Figura 3.14 Cuantificacion de berberina en raices de A. mexicana y A. ochroleuca. Para A.
mexicana se sefiala el nimero de poblacién (M-1=poblacién no.1, M-2= poblacién no.2). Promedio
de tres repeticiones con desviacion estandar. Medias con una letra comuln no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

Los bajos contenidos de berberina observados en A. platyceras pueden estar relacionados
con la etapa de desarrollo maduro. Con el fin de analizar si en etapas mas tempranas se
podria detectar este alcaloide, tejidos de plantas en etapas juveniles se incluyeron en los
estudios tejidos de plantas en etapas juveniles (Fig. 3.15). Las plantas fueron colectadas y
clasificadas en tres etapas (E1, E2, E3) dependiendo del grado de crecimiento observado
y no dependiendo de la presencia de nuevas estructuras. Las plantas E1 son pequeiias, de
4 cm de raiz aproximadamente y 10 cm de altura, presentaron hojas verdaderas y raices
secundarias extendidas, mientras que las E2 y E3 presentaban raices de aproximadamente
16 cm con hojas bien extendidas y alturas aproximadamente de 25 a 30 cm, las plantas E2
no presentaron aun elongacion del tallo, mientras las E3 son plantas juveniles con
crecimiento vegetativo y brotes. Al igual que en las plantas adultas, los contenidos de
berberina en los tejidos aéreos se encontraron por debajo del limite de deteccion, pero en
raices de etapas méas tempranas las cantidades fueron similares a las observadas en A.
mexicana (2.0 mg/g PS). No obstante, estos contenidos disminuyeron notablemente en

etapas posteriores (Fig. 3.16).
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raiz-A. platyceras n-butanol/H,O/NHOH 8:1:1

&\,

Be Estado1 Sa Estado2 Be Estado3  Sa Plantasadultas Be Plantas adultas

Figura 3.15 Analisis por CCF (izquierda) para la cuantificacién de berberina en extractos
alcaloidales de plantas de A. platyceras en diferentes etapas de desarrollo (derecha). Se
muestran los perfiles cromatograficos obtenidos de estados de desarrollo 1, 2, 3 y extractos de los
tres individuos de plantas adultas, placa bajo luz UV a 366 nm. Todas las mezclas fueron
desarrolladas una sola vez y cada carril fue cargado con un volumen de extracto de 1 pL,
sanguinarina (Sa, Rf: 0.95) y berberina (Be, Rf: 0.29).
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Cuantificacion de berberina en raices

Figura 3.16 Cuantificacién de berberina en raices de A. platyceras. Promedio de tres
repeticiones con desviacion estandar. Medias con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

Es importante remarcar la capacidad biosintética de A. ochroleuca ya que en otros trabajos
se han demostrado la abundancia de berberina, no solo en sus raices sino en la parte aérea,
aportandole a la planta propiedades de actividad antimicrobiana y responsabilizando al
alcaloide como el principio activo relajante de esta planta medicinal (Takker et al 1993;
Sanchez et al 2008; Reyes et al 2011).
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3.6.2 Cuantificaciéon de sanguinarina en especies de Argemone L.

La presencia de sanguinarina en partes aéreas (tallos y hojas) fue cuantificable en las
especies de A. mexicana y A. ochroleuca. En las poblaciones de A. mexicana se observo
de manera inconsistente (Fig. 3.17 y Fig. 3.19). En este estudio, este alcaloide se pudo
cuantificar en los tejidos de tallos y hojas de la poblacién 2 de A. mexicana (Fig. 3.18). En
tallos, los contenidos de sanguinarina fueron significativos, llegando a alcanzar cerca de un
tercio de lo observado en las raices. No obstante, en la poblacion 1, este alcaloide sélo se
pudo detectar en cantidades trazas, pero no en niveles superiores al limite de cuantificacion
(3.5 ng/por punto; Estrada Alfaro, 2018) en los tallos y hojas, mientras que en raices alcanzo
cantidades comparables a las de berberina (ligeramente menores de 1.0 mg/g PS). Esto
indica que la presencia de sanguinarina en esta especie puede ocurrir bajo ciertas

condiciones.

De acuerdo con lo que ya se tiene reportado para A. mexicana, la presencia de sanguinarina
en los tejidos aéreos sélo se detecta en niveles cuantificables en etapas previas a la
madurez (plantulas en desarrollo y etapas juveniles, antes de la floracion; Xool-Tamayo et
al., 2017), ya que la capacidad de los tejidos aéreos para acumular este alcaloide disminuye
hasta contener cantidades trazas, conforme la planta avanza de las etapas tempranas a las
adultas. Los andlisis obtenidos de sanguinarina en la poblacién 1 de A. mexicana coincide
con estos resultados (Xool-Tamayo et al., 2017), ya que so6lo se pudieron detectar
cantidades trazas del alcaloide. Sin embargo, la inconsistencia observada en la poblacién
2, puede relacionarse con la transicion entre etapas juveniles y maduras. No obstante, aun
con estas discrepancias, los valores de sanguinarina en la poblacién 2 de A. mexicana no
son significativos (siendo muy bajos, de 0 a 0.2 mg/g PS; Fig. 3.18) con los de la primera

poblacion.

Por su parte, en A. ochroleuca se observaron contenidos de sanguinarina significativos, en
tanto hojas y tallos (Fig. 3.18), alcanzando valores cercanos al 20% de lo detectado en
raices, en donde se alcanzaron valores aproximados de 2.0 mg/g PS (Fig. 3.19). De este
modo, las raices de esta especie representan el tejido con la mayor capacidad de
acumulacién de alcaloides entre los estudiados ya que aun y cuando las raices de A.

platyceras mostraron una mayor acumulacién de sanguinarina (Fig. 3.20), éstas
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acumularon bajas cantidades de berberina, a diferencia de las de A. ochroleuca (Ver Fig.
3.19). Se debe mencionar que la queleritrina también pudo ser detectada en los tejidos

aéreos de la poblacion 2 de A. mexicana (M-2), pero no en los de A. ochroleuca o A.
platyceras (Fig. 3.17).

Hoja-tallo- A. mexicana M-2- A. ochroleuca

Benceno-EtOH 94:6

Que M2 M2 M2 Sa O O O BeM2M2M2 Que O O O Sa
Hoja Hoja Tallo Tallo

Figura 3.17 Analisis por CCF para la cuantificacion de sanguinarina en extractos alcaloidales
de hojas y tallos de A. mexicana 2 (M-2) y A. ochroleuca. El sistema de disolventes se encuentra
indicado en el lado superior derecho de la placa. Todas las mezclas fueron desarrolladas una sola

vez y cada carril fue cargado con un volumen de extracto de 1 L, los estandares utilizados fueron:
sanguinarina (Sa, Rf: 0.38) y queleritrina (Que, Rf: 0.27).

0.7 - 8

05_‘ I A. mexicana M-2 T
I A. ochroleuca

0.5 +

mg/g PS

Hoja Tallo

Cuantificacion de sanguinarina en hojas y tallos

Figura 3.18 Cuantificacion de sanguinarina en A. mexicana M-2 y A. ochroleuca. Se sefialan
los tejidos de hojas y tallos asi como el nUmero de poblacion de A. mexicana (M-2=poblacién no.2).

Promedio de tres repeticiones con desviacién estandar. Medias con una letra comldn no son
significativamente diferentes (p > 0.05).
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raiz-Argemone Benceno-EtOH 94:6

QueM-1 M-1 M-1 Sa M2 M2 M2 Be P P P Que O O O Sa
Raiz Raiz Raiz Raiz

Figura 3.19 Analisis por CCF para la cuantificacién de sanguinarina en extractos alcaloidales
de raices en especies de Argemone. Las claves de los extractos corresponden a los 3 individuos
por especies. Todas las mezclas fueron desarrolladas una sola vez sin diluciones y cada carril fue
cargado con un volumen de extracto de 1 uL, los estandares utilizados fueron:; sanguinarina (Sa, Rf:
0.38), queleritrina (Que, Rf: 0.27) y berberina Be, Rf: 0.00).
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A. mexicana M-1  A. mexicana M-2  A. ochroleuca A. platyceras

Cuantificacion de sanguinarina en raices

Figura 3.20 Cuantificacion de sanguinarina en raices de especies de Argemone. Se sefiala el
numero de poblacién para cada especie (M-1, poblacion 1; M-2, poblacion 2). Promedio de tres
repeticiones con desviacion estandar. Medias con una letra comUn no son significativamente
diferentes (p > 0.05).
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3.7 Andlisis quimiométrico de alcaloides presentes en especies de Argemone

La evaluacion de los extractos alcaloidales se realizé por CCF empleando dos sistemas de
disolventes. Las lecturas se realizaron por cada carril desde el punto de aplicacion hasta el
frente del disolvente, obteniendo cromatogramas completos a una longitud de onda de 330
nm. Las lecturas obtenidas para cada cromatograma se ajustaron respecto a la linea base

y se generaron los reportes de areas y alturas maximas de cada pico.

Se obtuvieron un total de 108 perfiles cromatogréficos (considerando tres repeticiones, tres
tejidos, tres individuos y cuatro especies/poblaciones) en cada sistema de elucién. El total
de bandas cromatograficas observadas de acuerdo con los valores de Rf fueron 16 (nueve
observadas en el sistema 1 y siete en sistema 2). Se registr6 la altura de las sefiales
cromatogréficas para cada banda (Fig. 3.21), y las lecturas se organizaron en tablas para
su andlisis multivariado, obteniendo de esta manera una matriz de datos constituida por

108 filas y 16 columnas (ver apéndice 1).

El objetivo de realizar un analisis multivariado fue para reducir la dimensionalidad de los
datos quimicos y observar las posibles relaciones entre individuos de cada especie. Como
resultado es posible proponer las causas de las diferencias entre ellos en términos de su

diversidad alcaloidal.

| Track 3, ID: 2m1r2

Start Start Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf __ Height Area % Assigned substance
1 0.17 46 0.20 150.0 4011 024 129 1789.5 39.97 queleritrina
2 0.24 129 026 379 10.14 028 126 341.0 7.62 unknown *
3 0.28 144 029 216 579 0.30 73 173.2 3.87 unknown *
4 0.32 6.3 035 1497 4002 041 28 1817.3 40.59 sanguinarina
5 0.53 31 0.58 14.7 3.94 0.63 29 356.0 7.95 unknown *

Figura 3.21 Obtencién de valores de alturas de picos de perfiles cromatogréficos. Las matrices
de datos fueron construidas con los valores de altura maxima de los picos correspondientes a los
alcaloides.
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Existen reportes de datos cromatograficos obtenidos por CCF-AR, que ya han sido
evaluados con diversos métodos quimiométricos. De este modo, se han logrado evaluar
productos herbolarios con matrices de datos construidas con las alturas de las zonas
maximas de picos a valores de Rf especificos usados como variables de entrada (Bhardwaj
et al, 2015; Ristivojevi¢ et al., 2016). Las herramientas multivariadas utilizadas
generalmente son Andlisis de Componentes Principales (PCA), Andlisis de Regresién de
Minimos Cuadrados (PLS) y Andlisis de conglomerados. En un trabajo realizado en
extractos metandlicos de Morus alba (Chaita et al., 2017), se identificaron 23 bandas. Para
generar una matriz de datos, los cromatogramas fueron divididos en intervalos y los valores
de Rf fueron complementados con sus correspondientes intensidades de absorcion.
Usando PLS, las alturas de las bandas fueron correlacionadas para el rastreo de inhibidores
de tirosinasa en el extracto de M. alba. También, se ha reportado un analisis quimiométrico
de 119 aceites vegetales (Skrbi¢ et al., 2015), entre ellos el aceite de las semillas de A.
mexicana. La aplicacion de analisis de agrupamiento jerarquico (HCA) y PCA sefal6 que el
aceite de las semillas de A. mexicana pudiera representar una materia prima adecuada para
la elaboracion de biodiesel. Sin embargo, hasta la fecha no se han encontrado estudios
quimiométricos de alcaloides para el género Argemone. Por lo cual de estos trabajos
mencionados se han tomado estrategias para los andlisis quimiométricos realizados a partir

de los trabajos mencionados.

En este analisis quimiométrico se desarrollaron analisis de componentes principales (PCA)
y andlisis de conglomerados. Los programas estadisticos utilizados para el desarrollarlo de
las técnicas multivariadas fueron Infostat version 16-04-2015 y Minitab 18. Para la matriz

de datos se us6 el programa Microsoft Office Excel 2007.

3.7.1 Andlisis de Componentes Principales (PCA) y Andlisis de conglomerados

de compuestos detectados en especies de Argemone

La matriz de datos utilizada para el desarrollo de PCA se muestra en el Apéndice 1. Para
el andlisis se emplearon los datos estandarizados (cada variable a media 0 y varianza 1),
de esta manera, las variables (diferentes tejidos, especie/poblacion) tuvieron el mismo peso

en el andlisis y en la reduccion de los datos se observaron correlaciones.
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Ademas del diagrama del PCA obtenido (Fig. 3.23), se muestran los autovalores que
acompafan a cada componente principal (CP), los autovectores y los coeficientes o peso
de cada variable (Fig. 3.22). El PC1 fue la componente principal con mayor autovalor
explicando el 34.6% de la variabilidad total de los datos y el PC2 el 16.8%. En el diagrama
de PCA (Fig. 3.23) los dos primeros componentes principales explicaron el 51.4% de la
variabilidad total de los datos. El coeficiente de determinacion o correlacion cofenética fue
de (R?) 0.892, lo que significa que los resultados obtenidos para la predicciéon de regresion
lineal indican un buen método predictivo y estadisticamente una buena calidad del modelo
para tener resultados reproducibles.

Analisis de componentes principales

estandarizados
leidos 108
omitidos 1

(S~ ]
[T
v oo
o O
B ot G

€

I
t
o

Variables de clasificacion

Muestra
Caso

Matriz de correlacidn/Coeficientes

Cl cz C3 C4 C5Be Cé c7 C8Que C9 Clo Cll Cl2Sa C13 Cl4 Cls Clé
C1 1.00
cz -0.04 1.00
c3 0.41 -0.09 1.00
C4 -0.03 -0.11 0.19 1.00
CSBe 0.47 0.56 0.25 0.17 1.00
ce 0.47 -0.12 0.38 0.16 0.08 1.00
c7 0.10 -0.17 -0.12 0.06 -0.16 0.69 1.00
C8Que -0.12 0.39 -0.05 0.21 0.30 -0.08 -0.22 1.00
co 0.30 0.26 0.35 0.58 0.46 0.21 -0.30 0.46 1.00
Ccl0 0.26 -0.05 0.45 0.64 0.28 0.07 -0.22 0.23 0.60 1.00
Cll 0.15 0.21 0.34 0.57 0.44 0.21 -0.25 0.53 0.88 0.63 1.00
Cl2sa 0.51 0.13 0.7 0.29 0.46 0.43 -0.23 0.21 0.74 0.55 0.69 1.00
Cci3 -0.19 0.27 -0.11 -0.19 0.15 -0.06 -0.20 0.42 0.18 0.09 0.27 0.17 1.00
Cl4 0.09 -0.07 0.28 0.€8 0.14 0.08 -0.22 0.40 0.73 0.74 0.76 0.4¢ 0.18 1.00
C1s -0.13 -0.07 -0.04 -0.09 -0.14 -0.10 -0.08 -0.07 -0.06 -0.09 -0.09 -0.08 -0.07 -0.06 1.00
Clé 0.54 -0.12 0.67 0.15 0.21 0.45 -0.13 -0.06 0.56 0.25 ©0.40 0.82 -0.13 0.14 -0.05 1.00
Autovalores Autovectores Correlaciones con las variables originales
Lambda Valor Proporcién Prop Acum Variables el e2 Variables CP 1 CP 2
1 s.53 0.35 c1 0.19 0.35 c1 0.45 0.s8
2 2.69 0.51 c2 c2 &
3 1.8% c3 c3
4 1.46 c4 c4
5 1.03 coBe CSBe
€ 0.94 cé cé
7 0.€5 0.¢ c7? c7
& 0.55 0.92 C8Que C8Que
9 0.44 0.95 co co
10 0.30 0.97 c10 c1o
11 0.22 0.98 c11 ci1
12 0. 0.99 Cl2sa Clzsa
13 0.07 0.99 c13 c13
14 0.08 1.0 Cl4 Cl4
15 0.04 1.00 c15 Cls
16 0.02 1.00 Cl16 clé

Correslacidn cofenética= 0.892

Figura 3.22 Coeficientes de autovalores y autovectores obtenidos a partir del Analisis de
Componentes Principales sobre la matriz de correlacion de variables presentes en especies
de Argemone. Compuestos marcados desde C1 hasta C16.
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PCA de alcaloides presentes en especies de Argemone
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Figura 3.23 Diagrama de PCA obtenido a partir de datos estandarizados de variables
presentes en especies de Argemone. Compuestos marcados desde C1 hasta C16; tejidos: hoja
(h), tallo (t), raiz(r); en individuos de A. mexicana poblacion 1 (m-h, -t, -r) y poblacién 2 (2m-h, -t, -r);
A. ochroleuca (o-h, -t, -r), y A. platyceras (p-h, -t, -r). Ver detalles de la nomenclatura en Materiales
y Métodos.

En el diagrama de PCA (Fig. 3.23) se pueden observar los 16 alcaloides detectados
repartidos espacialmente en tres grupos naturales. Un grupo formado contiene
generalmente los perfiles de individuos de hojas y tallos de las tres especies (circulo azul),
correlacionados principalmente con los compuestos C1 y C6, estos dos compuestos son
caracteristicos principalmente en los perfiles de la parte aérea de las especies. Es posible

deducir que los perfiles de partes aéreas son similares.

Con respecto a los perfiles de raices, se han dividido en dos grupos. Los perfiles de raices
de A. platyceras se agruparon de manera independiente en un grupo (circulo rojo), siendo
un indicador de que existen diferencias quimica en sus perfiles comparados con raices de
las otras especies. Los alcaloides espacialmente mas cercanos entre los individuos son C3,
sanguinarina (C12) y dihidrosanguinarina (C16). Esto es congruente con los reportes de
areas de sus cromatogramas, donde se obtuvo que del 100 % del &rea total de picos

presentes en el cromatograma, el 83.5% corresponde a los picos de Sa y Be.

El tercer grupo esta formado con los perfiles de raices de A. ochroleuca y de A. mexicana
(circulo amarillo), lo que nos indica que la composicion de alcaloides es muy similar entre

estas especies, posiblemente por la presencia de sus alcaloides mayoritarios (berberina y
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queleritrina).

Para continuar con el analisis quimiométrico, se realizé un analisis de conglomerados con
el propésito de observar posibles relaciones (mediante enlaces) de los perfiles
cromatograficos de las especies. Las asociaciones se muestran en un dendograma que
considera el nivel de similitud. Para realizar este analisis, se utilizé la misma matriz de datos
anteriormente descrita (Apéndice 1); (Fig. 3. 22). Se eligi6 como técnica un método
jerarquico aglomerativo (Uriel y Manzano, 2002) y se realiz6 el agrupamiento de todos los
individuos en un sélo conglomerado. Para la medida de asociacion se utilizo la distancia
promedio. En la figura 3.24 se aprecia el dendograma en forma de arbol de variables
presentes en especies de Argemone.

Dendograma de variables presentes en Argemone (Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

Analisis de conglomerados

Promedio (Average linkage)

th{

0.0 13 25 38 al 6.4 18 84

Figura 3.24 Dendograma que resume graficamente el agrupamiento de las poblaciones en
especies de Argemone. Compuestos marcados desde C1 hasta C16; en tejidos de hoja (h), tallo
(t) y raiz (r); en individuos de A. mexicana poblacion 1 (m-h, -t, -r) y 2 (2m-h, -, -r); A. ochroleuca (o-
h, -t, -r) y A. platyceras (p-h, -t, -r). Ver detalles de la nomenclatura en Materiales y Métodos.

En el dendograma (Fig. 3.24), se puede visualizar la alta similitud entre individuos de las
especies en los perfiles de hojas, en tallos y raices la similitud disminuye al aumentar la
distancia en la escala. Las observaciones mas distantes (por incorporarse al final del
dendograma) son de los perfiles de raices de los individuos de A. platyceras (distancia 8.1)

en conjunto con perfiles de raices de individuos de A. mexicana 2 (con un punto de unién a
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una distancia de 7.6). Por el contrario, las observaciones mas cercanas son entre los
perfiles de hojas de las tres especies de Argemone (distancia 0.8), quedando reflejada la
formacion de un conglomerado entre ellas, lo que significa que existe mayor similitud
quimica y homogeneidad en este grupo. En los perfiles de tallos y raices no se observé un

conglomerado definido.

Los resultados de PCA y del andlisis de conglomerados permiten ver perfiles con
caracteristicas similares, con vectores de datos similares, marcandose unos cerca de otros
en el espacio definido por las variables (diversidad alcaloidal). Los 16 alcaloides detectados
permiten ver la segregacion de las tres especies de Argemone y las diferencias entre los
grupos resultantes son ahora aparentes. Asi, la diversidad de alcaloides en plantas adultas
de las especies estudiadas esta determinada por el tejido. Al comparar los perfiles de hojas
y tallos, se pueden observar que son muy semejantes principalmente por presentar un
menor nimero de alcaloides en sus perfiles y un menor contenido de los mismos en
comparacion con la intensidad de picos de sanguinarinay berberina y cercanos a sus limites
de deteccion; 1.06 ng y 1.19, respectivamente (Estrada Alfaro, 2018). Por otro lado, al
comparar los perfiles de raices, un grupo esté definido (entre A. mexicana y A. ochroleuca)
por presentar un mayor nimero de alcaloides en sus perfiles y mayor contenido de los
mismos, mientras que el segundo grupo, a diferencia del primero (por A. platyceras)

presenta un nimero menor de compuestos pero en mayores contenidos.

3.7.2 PCA y Andlisis de conglomerados de compuestos detectados en raices

de especies de Argemone

Para analizar con mas detalle las correlaciones existentes entre individuos de las especies
en los perfiles de raices, se realizé un analisis de PCA, la matriz de datos (Apéndice 1,
Seccién 1.2) fue disefiada con las alturas de los picos correspondientes a compuestos
presentes en cromatogramas de raices de los individuos de Argemone. El diagrama del
PCA obtenido se presenta en la figura 3.26 y en la figura 3.25 se presentan las tablas de
los autovalores que acomparfian a cada componente principal (CP), los autovectores y los
coeficientes o peso de cada variable. EI PC1 explica el 37.7% de la variabilidad total de los
datos y el PC2 el 21%. En el diagrama de PCA (Fig. 3.26) los dos primeros componentes

principales explicaron el 58.7% de la variabilidad total de los datos. El coeficiente de
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determinacion o correlacion cofenética fue de (R?) 0.823, lo que significa que el modelo

resultante es un predictor significativo para la abundancia de alcaloides.

Analisis de componentes principales

Variables de clasificacioén
Muestra

Matriz de correlacién/Coeficientes
Cl c2 c3 c4 CSBe ce C7 C8Que C¢9 Cl0 Cll Cl2Sa Ci3 Cl4 Cls Cle

-+

a00n0c
h

4
15 -0
16 0.09 0.19 0.80 -0.53 -0.08 0.00 1.0
Autovalores Autovectores Correlaciones con las variables originales
Lambda Valor Proporcidén Prop Acum Variables el e2 Variables CP 1 Cp 2
1 S5.27 0.38 0.38 Cl 0.33 -0.11 Cl 0.75 -0.19
2 2.94 0.21 0.59 c2 -0.05 0.28 c2 -0.12 0.47
3 2.60 0.19 0.77 c3 0.33 -0.24 Cc3 0.75 -0.41
4 1.30 0.09 0.8¢ C4 0.22 0.25 ca 0.50 0.43
S 0.83 0.06 0.92 CSBe 0.10 0.20 CSBe 0.22 0.35
6 0.54 0.04 0.96 cé 0.35 -0.11 cé 0.80 -0.19
7 0.24 0.02 0.98 c7 0.00 0.00 c? 6.6E-0€ 0.01
8 0.13 0.01 0.99 C8Que -0.08 0.51 C8Que -0.19 0.87
g 0.0¢ 4.5E-03 0.99 c9o 0.31 0.35 co 0.71 0.60
10 0.04 2.7E-03 1.00 Cl0 0.23 0.05 C10 0.53 0.09
11 0.03 2.0E-03 1.00 Cll1 0.26 0.38 Cc1l1 0.59 0.66
12 o0.02 1.2E-03 1.00 Cl2sa 0.38 -0.14 Cl2sa 0.87 -0.24
13 0.01 S.9E-04 1.00 Cl13 -0.30 -3.2E-03 C13 -0.70 -0.01
14 0.01 4.0E-04 1.00 Cl4 0.19 0.33 Cl4 0.43 0.57
15 0.00 0.00 1.00 C15 0.00 0.00 C15 0.00 0.00
1l 0.00 0.00 1.00 Cle 0.33 -0.27 Clé 0.77 -0.47
Correlacion cofenética= 0.823

Figura 3.25 Coeficientes de autovalores y autovectores obtenidos a partir del Analisis de
Componentes Principales sobre la matriz de correlacion de variables presentes en especies
de Argemone. Compuestos marcados desde C1 hasta C16.

En el PCA obtenido para variables presentes en raices, se observan dos grupos naturales
(Fig. 3.26). Los individuos de A. platyceras se comportaron en funcién de dos compuestos
destacados: sanguinarina y dihidrosanguinarina, esto esta acorde a lo obtenido en las
cuantificaciones, ya que A. platyceras tiene una alta produccion de sanguinarina y no
produce queleritrina en raices. Los individuos de A. mexicana y A. ochroleuca se presentan
muy cercanos en el espacio, lo que confirma la similitud de sus perfiles cromatogréficos en

raices. Los individuos de A. mexicana correlacionaron con el mayor nUmero de compuestos
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detectados.
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Figura 3.26 Diagrama de PCA obtenido a partir de datos estandarizados de variables
presentes en raices de especies de Argemone. Compuestos marcados desde C1 hasta C16;
tejido: raiz (r); para individuos: mr, A. mexicana poblacién 1; 2mr, A. mexicana poblacién 2; or, A.
ochroleuca; pr, A. platyceras.

En la figura 3.27 se presenta el analisis de conglomerados obtenido en raices. El

dendograma presenta a los individuos de ambas poblaciones de A. mexicana formando un

blogue a una distancia de union de 4.65, mientras tanto, la poblacién de A. ochroleuca se

une a este mismo bloque a una distancia de 5.28. Los Ultimos en unirse son los individuos

de A. platyceras (a un punto de unién de 5.38), reflejando la formacién de un Gnico

conglomerado. De esta manera, los perfiles de raices con mayores diferencias son los de

A. platyceras y A. mexicana.
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Dendograma de variales presentes en raices de Argemone Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)
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Figura 3.27 Dendograma de raiz que resume graficamente el agrupamiento de las poblaciones
en especies de Argemone. Compuestos marcados desde C1 hasta C16; tejidos: raiz (r); para
individuos: m (r), A. mexicana poblacion 1; 2m (r), A. mexicana poblacion 2; o (r), A. ochroleuca; p
(N, A. platyceras.

Integrando los andlisis realizados por PCA y conglomerados en perfiles de raices,
obtenemos que los datos para individuos de A. platyceras son bastante homogéneos y se
separan de los individuos por la presencia marcada de sanguinarina en sus perfiles,
mientras que la presencia de los demas compuestos influye en el agrupamiento de las

poblaciones de A. mexicana y A. ochroleuca.

3.8 Analisis de la distribucién y expresién relativa de genes involucrados en

la sintesis de los ABI's en especies de Argemone

En paralelo con la distribucién de los alcaloides sanguinarina y berberina en los diferentes
tejidos de plantas adultas de las tres especies de Argemone y la distribucién de berberina
en estados tempranos de desarrollo de A. platyceras, se analizé la distribucion de los
transcritos correspondientes a genes especificos involucrados en su ruta biosintética Este
andlisis se hizo con el fin de establecer si los tejidos en los que se acumulan los alcaloides
corresponden con los de su posible sintesis. En estudios previos se han sugerido la posible
existencia de mecanismos de transporte en A. mexicana (Xool-Tamayo et al., 2017). No se

incluyen analisis para A. ochroleuca ya que no se cont6 con material vegetal fresco.
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En la primera parte de este andlisis de genes, se determind el nivel de participacion de los
diferentes tejidos en plantas adultas, los estudios se realizaron en hoja, tallo y raiz de A.
mexicana y A. platyceras. En la segunda parte, se evalué por primera vez, el
comportamiento de genes especificos en los tres estados tempranos de desarrollo en A.
platyceras, presentando de esta manera la mayor parte del ciclo de vida de esta planta. En
el primer estado de desarrollo (E1), las plantas se caracterizaron por presentan hojas
verdaderas y raices secundarias extendidas (4 cm de raiz aproximadamente y 10 cm de
altura). En el segundo estado (E2) las plantas no presentan elongacion del tallo (raices de
aproximadamente 16 cm) y en el estado 3 (E3) las plantas son juveniles presentando
elongacion del tallo (de 25 a 30 cm de altura). La finalidad de este analisis en A. platyceras
es conocer si el patron de distribucién de los alcaloides tipicos de las plantas maduras se
presenta desde los estados tempranos de desarrollo.

Se seleccionaron transcritos correspondientes a genes de la etapa temprana de sintesis,
gue son comunes tanto para berberina y sanguinarina, como (S)-norcoclaurina sintasa
(NCS) y la enzima del puente de berberina (BBE); asi como otros involucrados
especificamente en la sintesis de berberina, la escoulerina 9-O-metiltransferasa (SOMT) y
la S-tetrahidroberberina oxidasa (STOX) y de sanguinarina, la dihidrobenzofenantridina
oxidasa (DBOX), la S-estilopina sintasa (StySyn) y tetrahidroprotoberberina cis-N-
metiltransferasa (TNMT) (ver Fig.3.28).

Los niveles de transcritos se monitorearon por RT-PCR, un tipo de andlisis cualitativo que
estima la abundancia relativa de los trascritos. Se partié de ARN extraido de tejidos de hoja,
tallo y raices de A. mexicana y A. platyceras (Fig. 3.29) y utilizando oligonucleétidos
iniciadores (cebadores) especificos (Cuadro 3.4; Xool-Tamayo, 2016; Xool-Tamayo et al.,
2017; Vergara-Olivares, 2016), la actina fue amplificada como control positivo (testigo) en
cada reaccién. Por otro lado, dado que los iniciadores empleados estan disefiados para
secuencias de A. mexicana, los productos obtenidos a partir de A. platyceras se
compararon con éstas para poder asignar su posible identidad. Los analisis revelaron
porcentajes significativos de similitud entre las secuencias de ambas especies (Apéndice
2).
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Figura 3.28 Genes participantes en la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos en etapa
temprana, reacciones especificas paralaformacion de benzofenantridinas y protoberberinas.
Para la etapa inicial, los genes de las enzimas (S)-norcoclaurina sintasa (NCS) y la enzima del puente
de berberina (BBE). Para la sintesis de la sanguinarina, los g enes de las enzimas: queilantifolina
sintasa (CheSyn), S-estilopina sintasa (StySyn); tetrahidroprotoberberina cisN-metiltransferasa
(TNMT); N-metilestilopina  14-hidroxilasa (MSH); protopina  6-hidroxilasa (P6H);
dihidrobenzofenantridina oxidasa (DBOX); sanguinarina reductasa (SanR). Por otro lado, para la
formacién de la berberina, los genes de las enzimas: escoulerina-9-O-metiltransferasa (SOMT);
canadina sintasa (CAS); tetrahidroprotoberberina oxidasa (STOX).

M H T R M H T R

A. mexicana A. platyceras

Figura 3.29 ARN total obtenidos de tejidos de plantas adultas de A. mexicanay A. platyceras.
Geles de agarosa a 1.3% en buffer TAE (Tris-Acetato, EDTA; 40mM, 1 mM). Tincién con bromuro
de etidio. (M, marcador de peso molecular de 1kb; H, hoja; T, tallo; R, raiz).
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Cuadro 3.4. Secuencias de oligonucleétidos iniciadores y tamafio de los productos esperados
de los transcritos ABI's en A. mexicana (Xool-Tamayo, 2016; Xool-Tamayo et al., 2017;
Vergara-Olivares, 2016). F, direccion sentido; R, direccién antisentido.

Transcrito

NCS1

BBE1

BBE2

SOMT

STOX

StySyn

TNMT

DBOX

ACTINA

Secuencias (5 —3")
CATCGCTAATTACGTTCTCAAGAATCA
ATAGTAGTACATGGAATTACCTGGATGGGA
CATCTTTGTTCATCATCATCTTCTTCTTCTTCTT
GATCCTCTTGTGCAACATCTAACGGT
CTCATCTTTGTTCATCTTCTTTTCTGTGC
GATCCTCTTGTGCAACATCTAACGGT
CAGGATTTGGACCAGAAGCAC
ACGATACTCCATCCTCCTCGC
GGTTAGGAAATATGGACTTG
ATAACATTGCTGGTGAATCT
GTTCAAAATCTAGTACGTCCGCT
TTCTCTTGAACATTTGGTTCTCGT
CCCCCTGGTTGTGTGACAAT
TTCACTGCTTCATGGTTTCCTC
CACAGGCCAAGAGGTTTGCTA
GCTTCCTCCTATTTTCTTTCCCTTT
GGAGAAGAGTTATGAGCTCCTGAC

CATACGATCAGCAATACCAGGGAA

y A. platyceras

Direcci6n

F

R

Accession

EU881891

EU881889

EU881890

KT984756

HQ116698

EF451151

UN15660

UN11221

ACTam2

m

67°C

66°C

66°C

63°C

54.3

53°C

54°C

62°C

62°C

Tamafio (pb)

241

268

255

252

544

173

167

523

232

3.8.1 Amplificacién de transcritos en tejidos de plantas adultas en A. mexicana

La presencia de los transcritos de interés se analiz6 por PCR de punto final. Como testigo

se utilizé la amplificacién de la actina, cuyo producto esperado es de 232 pb (de acuerdo

con la secuencia de A. mexicana). De los transcritos correspondientes a los genes

biosintéticos de las reacciones comunes se eligié la NCS y BBE. Si bien en A. mexicana
existen dos isoformas de la NCS (NCSAm-1y -2) y de BBE (BBEAmM-1y -2) en este andlisis

se seleccionaron la NCS1 y BBE1 debido a que no se conoce el nimero de isoformas en

92



CAPITULO Il

otras especies, incluyendo A. platyceras. De acuerdo a lo reportado en A. mexicana, las
isoformas de NCS y BBE, se pueden expresan de manera preferencial en diferentes tejidos
y condiciones (tanto en plantulas como en plantas maduras; Guizar-Gonzalez et al., 2016;
Xool-Tamayo et al., 2017; Vazquez-Flota et al., 2018) y en cultivo celulares sometidos a
induccién con SA (4cido salicilico) y MeJa (jasmonato de metilo) (Rubio-Pifia., 2009; Trujillo-
Villanueva et al., 2010). En hojas de plantas adultas se observé que la expresion de la
NCSAm-1, fue casi el doble de la isoforma -2 y mientras que los niveles de las isoformas
de BBE fueron los mismos. En contraste, en tallo y raiz, la expresion de las isoformas
NCSAm-2 y BBEAmM-2 fue mayor, siendo probable que la existencia de las isoformas de
BBE y NCS de A. mexicana forme parte de un mecanismo regulatorio para la sintesis de
alcaloides en esta planta como respuesta a diferentes tipos de estimulos (Vergara-Olivares,
2016).

Utilizando los iniciadores para la NCSAm1, se lograron amplificar fragmentos de alrededor
de 200 pb tanto en hojas, tallos y raices de A. mexicana y de A. platyceras, sin embargo,
se observaron diferencias en las intensidades entre los tejidos (Fig. 3.30). El tamafio
esperado del producto amplificado fue de 241 pb, considerando la secuencia reportada en
A. mexicana (a partir de la cual se disefiaron los iniciadores) y el producto en A. platyceras
fue de 218 pb (Fig. 3.30). En ambas especies, la sefial de mayor intensidad se detecté en
las raices, sin embargo, en tallos de A. mexicana la sefial fue similar en intensidad y muy
débil en hojas (Fig. 3.30). Por su parte, en A. platyceras, los amplicones obtenidos de las
raices fueron de mayor intensidad que en los tejidos aéreos (Fig. 3.30). En A. mexicana
previamente se reportd (Vazquez-Flota et al., 2018) que los trascritos de NCSAm1 se
observan en menor grado en hojas, en comparacion con los demas tejidos, lo que coincide

con nuestros resultados.

Por otra parte, los resultados obtenidos para la amplificacién de trascritos de la enzima del
puente de berberina (BBEAmM1) se observan en la figura 3.30. Solo se detectaron los
transcritos correspondientes en los tejidos de A. mexicana, obteniendo fragmentos de 268
pb, lo que se ajusta a los tamafios esperados (Fig. 3.30). En A. platyceras no se observo
ninguna sefial de BBEAmM1 en sus tejidos. Con el fin de corroborar este resultado, también
se probaron los cebadores para BBEAmM2 no observandose amplificaciones de nuevo. De

este modo, es posible que los cebadores utilizados en A. platyceras no reconocieran las
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secuencias de este gen, o bien que la expresion del gen antecedié al momento de la colecta

del tejido.

Enzima Enzima Control
Especie NCS1 BBE1 ACTINA

A. mexicana

A. platyceras
; .

Figura 3.30 Amplificaciones por PCR de las reacciones codificantes de los genes NCS, BBE
(reacciones comunes) y actina (control positivo) en plantas adultas de A. mexicana y A.
platyceras. Geles de agarosa a 1.3% en buffer TAE (Tris-Acetato, EDTA; 40mM, 1 mM). Tincion
con bromuro de etidio. (M, marcador de peso molecular de 1kb; H, hoja; T, tallo; R, raiz).

Tanto los NCS como los BBE son indicadores del inicio de las primeras reacciones
cataliticas de la ruta metabdlica comun. Las amplificaciones en los tejidos de A. mexicana,
sugieren reacciones cataliticas alternas durante la sintesis de sanguinarina y berberina
(Xool-Tamayo et al., 2017; Rubio-Pifia y Vazquez-Flota, 2013), las sefiales de NCS Am-1y
BBE Am-1 en las partes aéreas son consistentes con la acumulacion de berberina en la
planta, y los transcritos observados en la raiz sugieren que este érgano podria ser el sitio
de sintesis de la sanguinarina (Xool-Tamayo et al., 2017). No obstante, no se debe
descartar que los intermediarios involucrados en la biosintesis de sanguinarina puedan ser
trasportados a partir de las partes aéreas (Facchini et al., 1996). Por otro lado, en A.
platyceras, las sefiales débiles de NCSAm1 en las partes aéreas son consistentes con la
baja presencia de alcaloides en sus perfiles cromatogréaficos y con el bajo contenido de
sanguinarina y berberina, mientras que las sefales fuertes de NCSAm1 en el tejido de raiz,

permiten deducir que los distintos alcaloides que acumula, se forman en ese mismo tejido.

94



CAPITULO I

Para analizar los transcritos correspondientes a genes participantes en las reacciones
biosintéticas tardias para sanguinarina, se eligieron la StySyn, TNMT y DBOX, que en el
proceso de sintesis (Fig. 3.28) participan en la formacion de la S-estilopina, la S-cis-N-
estilopina y la sanguinarina, siendo esta ultima el producto final de la ruta biosintética
(Vazquez-Flota et al., 2018).

En la figura 3.31 se muestran los resultados obtenidos. La StySyn y TNMT no se lograron
detectar en los tejidos de A. mexicana, pero si DBOX (de 523 pb). En contraste, se pudo
observar la expresion de StySyn y TNMT en tallos y raices de A. platyceras (que
corresponden a los fragmentos de 173 y 170 pb, respectivamente.

Enzima Enzima Enzima
Especie StySyn TNMT DBOX

A. mexicana

A. platyceras
o

Figura 3.31 Acumulacion de transcritos de StySyn y TNMT en tejidos de A. platyceras y DBOX
en tejidos de A. mexicana (reacciones especificas para sanguinarina). Geles de agarosa a 1.3%
en buffer TAE (Tris-Acetato, EDTA; 40mM, 1 mM). Tinciéon con bromuro de etidio. (M, marcador de
peso molecular de 1kb; H, hoja; T, tallo; R, raiz).

En plantas adultas de A. mexicana se ha reportado que la distribucion de los alcaloides en
los tejidos no necesariamente corresponde necesariamente con la actividad transcripcional
de estos mismos tejidos (Xool-Tamayo, 2016), aunque no se obtuvieron amplificaciones de
StySyn y TNMT, las amplificaciones de DBOX en los tejidos, sugiere que hay actividad
transcripcional para la sanguinarina en la parte aérea, y que pudieran existir mecanismos
de transporte entre los tejidos de A. mexicana para su acumulacién en raices. Como se

menciond en este trabajo y se ha reportado en nuestro grupo de investigacion (Rubio-Pifia
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y Vazquez- Flota, 2013; Xool-Tamayo, 2016), el contenido de sanguinarina es muy bajo en
la parte aérea, por lo cual la acumulacion final de sanguinarina en raices esta relacionada
con la aparicion de células especializadas capaces de almacenarla. Ademas, las
amplificaciones obtenidas de StySyn y TNMT en tallos y raices de A. platyceras, podrian
estar coincidiendo con los sitios de acumulacion de sanguinarina (porque no se detecto
sanguinarina en perfiles de hojas). Cabe destacar que en las cuantificaciones que
realizamos (en A. mexicana, A. platyceras y A. ochroleuca) para este alcaloide, el tejido de
raiz de A. platyceras presentd el mayor contenido, por lo cual, es probable que en raices
de A. platyceras, sanguinarina se acumule y se sintetice. En Eschscholzia califérnica
(Papaveraceae), una especie que se caracteriza por la produccién Unicamente de ABI's
tipo benzofenantridinas podria estar sucediendo lo mismo ya que al igual que en A.
platyceras son las raices el tejido que presenta la mayor concentracion de sanguinarina
(Hagel y Facchini, 2013), sin embargo, en un estudio molecular en células en suspension
se han aislado varios genes involucrados en la biosintesis de queleritrina, que podria ser
una de tantas diferencias entre estas especies, ya que no hemos detectado queleritrina en
ningun tejido de plantas adultas de A. platyceras, pero en raices se ha cuantificado
berberina (en bajo contenido), lo que nos indica la produccion de protoberberinas en A.

platyceras.

Por su parte, en las reacciones cataliticas para la sintesis de berberina (Fig. 3. 28), en todos
los tejidos analizados de A. mexicana se detectaron niveles importantes de SOMT, los
productos de PCR fueron de 252 pb con bandas bien definidas (Fig. 3.32), sin embargo,
que este transcrito no se detectd en ningun tejido de A. platyceras (Fig. 3.32), tambien se
probaron los oligonucleotidos iniciadores de STOX en ambas especies, no observando

amplificaciones.

En un analisis de SOMT (Vergara- Olivares, 2016), se evalu6 su expresion en hoja, tallo y
raiz de plantas adultas en A. mexicana, de manera general, el gen indicador de biosintesis
de berberina (SOMT) se expresé en todos los tejidos analizados tanto en RT-PCR como en
gPCR, estos resultados son similares con los que obtuvimos, sugiriendo que hay biosintesis
y acumulacion de este metabolito, esto se corrobora en la cuantificacion, ya que se detecté

cantidades de berberina en todos los tejidos.
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En A. platyceras, las cuantificaciones demostraron menor produccion de berberina en etapa
adulta, con esto se puede inferir que el resultado de los transcritos de SOMT en plantas
adultas esta mostrando un patron de expresion relacionado con la concentracién de

berberina.

Enzima
Especie SOMT

M HTROC

! - 252pb

A. mexicana

A. platyceras

»

-

Figura 3.32 Acumulacién de transcritos para SOMT (reaccién especifica para berberina) en
plantas adultas de A. mexicana y A. platyceras. Geles de agarosa a 1.3% en buffer TAE (Tris-
Acetato, EDTA; 40mM, 1 mM). Tincién con bromuro de etidio. (M, marcador de peso molecular de
1kb; H, hoja; T, tallo; R, raiz; C, callo).

3.8.2 Amplificacion de transcritos en tejidos de plantas de diferentes etapas
de desarrollo en A. platyceras

Con el fin de conocer si el patron de acumulacién de los alcaloides tipicos de los individuos
en la etapa adulta, el mismo que en los estados tempranos de desarrollo y si los sitios de
acumulacion son los mismos en los que se forman, se probaron oligonucleétidos iniciadores
para BBEAmM1, BBEAmM2, y SOMT (con la posibilidad de obtener transcritos ya que en
plantas adultas no se obtuvo), asi tambien para los genes NCSAm1, StySyn y TNMT

(amplificados en tejidos de plantas adultas).

Los andlisis moleculares en los estados E1, E2 y E3 se iniciaron con la extracciéon de ARN
de hoja, tallo y raiz para cada estado (ver Fig. 3.33), después de evaluar la integridad y

pureza del ARN y realizar la sintesis de cDNA, en las reacciones de PCR se utilizaron los
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mismos cebadores que en plantas adultas.

M HTRHTRMHTR

Esta'do 1‘ Esta'do 2 Estado 3

Figura 3.33 Extracciéon de ARN total obtenidos de tejidos de plantas en tres estados
tempranos de desarrollo (E1, E2 y E3) de A. platyceras. Geles de agarosa al 1.3% en buffer TAE
(Tris-Acetato, EDTA; 40mM, 1 mM). Tincién con bromuro de etidio. (M, marcador de peso molecular
de 1kb; H, hoja; T, tallo; R, raiz).

Como indicadores del tramo comun, se evalud la presencia de NCSAm1, BBEAmM1 y
BBEAmM2, mas no se observaron amplificaciones en ninguna de las tres etapas de
desarrollo. Indicandonos nuevamente para el caso de BBE que los cebadores utilizados no
reconocieron las secuencias de este gen, para el caso de NCSAm1 no se observaron
bandas definidas, por lo que concluimos que tal vez se traten de posibles inespecificidades

en la amplificacion.

No obstante, se lograron amplificaciones de SOMT (Fig. 3.34) en raices de los estados de
desarrollo 1y 2 y en tallos del estado 3 (con sefial mas intensa). Esto puede sugerir que
en etapas tempranas de desarrollo (E1 y E2) la sintesis de berberina se lleva a cabo en las
raices y en este mismo tejido se acumula (Fig. 3.35A), mientras que en plantas juveniles
(E3) como la amplificacion es en tallos y debido a que no se detecta berberina en ese tejido,
es posible que exista un mecanismo de transporte de los intermediarios de sanguinarina a
la raices (Fig. 3.35A). Con estos resultados se puede inferir que los trascritos de SOMT no
se amplificaron en etapa adulta porque la sintesis no se esta llevando a cabo o se esta
llevando a cabo en niveles minimos y que la acumulacion del alcaloide en raices se trate

de una reserva.
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Estado de desarrollo A. platyceras

vy % ¥

Estado 1 Estado 2 Estado 3

Enzima
SOMT

Enzima
TNMT

Figura 3.34 Acumulacioén de transcritos para TNMT (reaccién especifica para sanguinarina) y
SOMT (reaccién especifica para berberina) en diferentes estados de desarrollo de A.
platyceras. Geles de agarosa a 1.3% en buffer TAE (Tris-Acetato, EDTA; 40mM, 1 mM). Tincién
con bromuro de etidio. (M, marcador de peso molecular de 1kb; H, hoja; T, tallo; R, raiz).

Para comprender la actuacién de la biosintesis de berberina en A. platyceras, estudios
moleculares realizados en diferentes estados de desarrollo de A. mexicana (Xool-Tamayo.,
2016) reportan algo muy similar en la produccion de sanguinarina, los andlisis confirmaron
gue la capacidad de sintetizar sanguinarina esté presente desde las etapas mas tempranas
del desarrollo. No obstante, al avanzar hasta llegar a la formacién de hojas maduras, la
sanguinarina practicamente desaparece de las partes aéreas, aunque los transcritos
pueden ser detectados en algunos casos. La explicacion bioldgica de la disminucion en la
capacidad de acumular alcaloides en las plantas adultas, en comparacion con los estados
mas jovenes, puede estar relacionada con una pérdida en la capacidad biosintética de
alcaloides o bien en una disminucion de los sitios de almacenamiento (Zeng et al., 2013;
Verma et al., 2014).

Por otra parte, se observaron amplificaciones de TNMT en tallos en estados de desarrollo
de E2 y E3, tambien en raices de los tres estados de desarrollo (Fig. 3.34), las sefiales de
los trascritos corresponden al tamafio del producto esperado (170 pb) y se observaron
sefiales mas intensas en los primeros dos estados de desarrollo, mientras que en E3 las
bandas son muy tenues. De acuerdo a los perfiles obtenidos por CCF (Fig. 3.35B), la
acumulacion de sanguinarina esta presente solamente en tejidos de raices de E1, E2 y E3.

Esto nos confirma que sucede algo muy similar de lo que observamos en plantas adultas,
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ya que se observa el trascrito en el mismo tejido en el que se acumula. Para los transcritos
observados en tallos, es posible que exista un mecanismo de transporte para los

intermediarios de sanguinarina a raices.

A)

raiz- A. platyceras n-butanol/H20/NH4OH 8:1:1

Be Estado1 Sa Estado2 Be Estado3 Sa Plantas adultas Be

B) raiz- A. platyceras Benceno-EtOH 94:6

Estadol Sa Estado 2 Be Estado3 Sa Plantas adultas Be

Figura 3.35 A) Anédlisis por CCF (Sistema 1) para la visualizacién de berberina en extractos de
raices de plantas de A. platyceras en diferentes etapas de desarrollo; B). Analisis por CCF
(Sistema 2) para la visualizacion de sanguinarina en extractos de raices de plantas de A.
platyceras en diferentes etapas de desarrollo. Se muestran los extractos obtenidos de estados
de desarrollo 1, 2, 3 y extractos de los tres individuos de plantas adultas. Todas las mezclas fueron
desarrolladas una sola vez y cada carril fue cargado con un volumen de extracto de 1 pL,
sanguinarina.

3.8.3. Analisis de expresién en funcion de la acumulacion de los alcaloides en

A. mexicanay A. platyceras

El andlisis realizado incluyo la distribucion de sanguinarina y berberina en plantas adultas
de A. mexicana y en los diferentes tejidos de A. platyceras a lo largo de 4 etapas de
desarrollo en su ciclo de vida (incluyendo plantas adultas). El objetivo de este estudio
permitié establecer asociaciones entre los tejidos que acumulan los alcaloides y aquéllos
qgue expresan los genes biosintéticos y, de este modo, determinar el nivel de participacion

de los diferentes tejidos.
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Los analisis realizados en A. mexicana, en general han sido comparables con analisis
realizados anteriormente por otros compafieros en el grupo de investigacion, la robustez de
nuestro trabajo se basa en que las amplificaciones parten de muestras de ARN de
individuos por separado y no de mezclas, ademas se trata de las mismas muestras
utilizadas para la extraccion de los alcaloides pero procesadas de diferente modo para fines
de analisis moleculares. Asimismo en A. platyceras, las muestras utilizadas siguen esa
misma clasificacion, esto nos permite aportar a los andlisis de cuantificacion la variabilidad

de cada individuo analizado.

En plantas maduras, las diferencias notables con respecto a los andlisis de expresién son
principalmente en la participacion de los diferentes tejidos especificos para la sintesis de
ABI’s. Por ejemplo, en A. mexicana, las amplificaciones de NCSAm1, BBEAm1, DBOX y
SOMT en todos los tejidos analizados sugieren que esta activa la ruta de biosintesis de
berberina y sanguinarina, lo que coincide con la deteccion de ambos alcaloides en hojas,
tallos y raices. Sin embargo, en A. platyceras, solo en las amplificaciones de NCSAm1 se
observa la participacion del tejido de hojas, mientras que las amplificaciones de StySyn y
TNMT se presenta en tallos y raices. También se observaron diferencias en las intensidades
de las bandas correspondientes a los productos de RT-PCR de los diferentes tejidos
analizados, y en general las mayores intensidades se registraron en bandas de A.
mexicana. Debido a que el andlisis de expresion es meramente cualitativo y no se pretende

estimar que si una mayor intensidad de la sefial corresponde a un mayor el nivel expresion.

De igual forma se observaron diferencias en las reacciones especificas para berberina, ya
que no se obtuvieron amplificaciones de BBEAmM1, BBEAmM2, SOMT y STOX en tejidos de
A. platyceras. Esto sugiere que en el caso de los oligonucleétidos para BBE no estan
funcionando correctamente en el reconocimiento de las secuencias del gen, y con respecto
a SOMT, el grado de desarrollo de la planta puede estar influyendo ya que se obtuvo
trascritos de este gen en tejidos de plantas en los otros estados de desarrollo (E1, E2 y E3).
En el cuadro 3.16 se presenta un resumen de los contenidos de sanguinarina y berberina
en los tres tejidos de plantas adultas de A. mexicana y A. platyceras, asi como el resultado
de las amplificaciones de transcritos pertenecientes a los genes participantes en la

biosintesis de los ABI’s.
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Cuadro 3.5 Resultados de amplificaciones en tejidos de plantas adultas para A. mexicanay A.
platyceras con los sitios de acumulacién.

Hoja Tallo Raiz
Alcaloi
caloides A. A | A A | A A.
mex. platy. | mex. platy. | mex. platy.

Sanguinarina (mg/g PS) NC ND NC ND | 0.8218 | 3.2644

Berberina (mg/g PS) 1.3842 | NC | 1.0046 | NC | 1.1342 | 0.2525

Reacciones | Enzimas Resultado de las amplificaciones por PCR

NCS1 + + + + + +
Comunes
BBE1 + - + - + -
. DBOX + - + - + -
Especificas
parala _ _ _ _
sintesis de StySyn * *
sanguinarina | o\ \r _ _ _ + _ n
Especificas SOMT + _ + _ + _
parala
sintesis de STOX _ _ _ _ _ -
berberina

En plantas de desarrollo (E1, E2 y E3) de A. platyceras la amplificacion de TMNT y SOMT
evidencia la capacidad de la especie en acumular sanguinarina y berberina, aunque se
puede inferir que el tejido que participa de forma mas activa en todas sus etapas de
desarrollo es la raiz. Ademas, se infiere que su maquinaria biosintética invierte mas
recursos para la produccién de sanguinarina, en contraste con lo que ocurre en plantas de
diferentes estados de desarrollo de A. mexicana donde se ha observado mayor produccién
de berberina. En este trabajo no se realizaron estudios moleculares para la especie de A.
ochroleuca ya que no se disponia de material fresco, sin embargo se considera que vale la
pena realizar un analisis mas exhaustivo donde se incluya la sintesis de queleritrina y sus
respectivos sitios de acumulacion ya que de acuerdo con las cuantificaciones, se ha
observado que existe abundancia de este alcaloide en tejidos de A. mexicana y A.

ochroleuca.
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CAPITULO IV
4.1 DISCUSION GENERAL

Las especies del género Argemone (Papaveraceae) han sido estudiadas por varios autores
por ser consideradas cercanas al género Papaver (Hagel y Facchini., 2013). Estas plantas
se caracterizan por producir alcaloides derivados de la bencilisoquinolina. Los alcaloides
bencilisoquinolinicos (ABI’s) representan un grupo con estructuras diversas y con diferentes
funciones ecofisiologicas, en la mayoria de los casos desconocidas, a pesar de las
propiedades medicinales de muchos compuestos que han sido explotados durante siglos
(Rashid et al., 1995; Hung et al., 2007; Hagel y Facchini, 2013). Las especies de Argemone
se pueden subdividir en dos grupos, con base en la presencia de ciertos ABI’s. El primero
incluye especies que contienen alcaloides tipo pthalidoisoquinolina como A. subintegrifolia,
A. fructicosa y A. turnerae (Schwarzbach y Kadereit, 1999) y el segundo grupo se
caracteriza por la presencia de protoberberinas o derivados, principalmente protopinas y
benzofenantridinas, como A. mexicana (Xool-Tamayo et al., 2017), A. ochroleuca (Sanchez
y Mendoza et al., 2008) y A. albiflora (Haisova et al., 1973). Esta subdivision esta basada

en la composicién de alcaloides que contienen, asi como en sus morfologias.

En estudios realizados anteriormente, se han detectado nueve diferentes ABI’s en la parte
aérea y radical de A. mexicana. También se han evaluado sus capacidades biosintéticas
mediante la abundancia tisular de algunos transcritos involucrados que se han obtenido por
gRT-PCR (Vazquez-Flota et al., 2018). Se ha reportado que los diferentes tejidos estan
involucrados en la sintesis de sus principales alcaloides, independientemente de los sitios
de acumulaciéon (Vazquez-Flota et al.,, 2018). Con el fin de analizar la diversidad de
alcaloides presentes en este género, en este trabajo se incluyeron analisis quimicos y
moleculares de tres especies de Argemone. Las especies seleccionadas fueron A.
mexicana L; A. platyceras L y O; A. ochroleuca Sweet que, por su ubicacién geografica, son
representativas del territorio mexicano. Por medio de un andlisis cromatografico (CCF y
CCF-AR) se obtuvieron las huellas dactilares de extractos alcaloidales y se detectaron 16
compuestos de tipo alcaloides. Mas aun, mediante un analisis multivariado se pudieron

sentar las bases quimiotaxondmicas de estas especies y se pudieron documentar los
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contrastes entre los perfiles de la parte aérea y radical. Por otra parte, y con el fin de
empezar a entender los diferentes niveles de regulacién existentes en la sintesis de los
alcaloides en A. mexicana y A. platyceras, mediante PCR punto final se obtuvieron los

transcritos de enzimas participantes en la ruta biosintética de los ABI’s.
4.1.1 Establecimiento de huellas dactilares en especies de Argemone

El reconocimiento de los patrones de los extractos alcaloidales obtenidos de las diferentes
especies de Argemone se obtuvo por CCF y CCF-AR. Se utilizaron dos sistemas de
disolventes para la separacion de los compuestos de mayor y menor polaridad. La
composicion del sistema para desarrollar los metabolitos de menor polaridad fue una
mezcla de n-butanol/ H,O/ NH,OH en una proporcion de 8:1:1 (v/v) y el segundo sistema
para desarrollar los matabolitos de alta polaridad fue una mezcla de benceno/ EtOH en una
proporcion de 94:6 (v/v). Las aportaciones de estas técnicas cromatograficas se ven
reflejadas en los perfiles cromatograficos obtenidos (Fig. 4.1).

La metodologia utilizada por CCF fue un sistema abierto, por lo consiguiente, la placa
estuvo expuesta a efectos ambientales (como aire), factores climaticos (temperatura,
humedad) y luz (Reich y Schibli, 2007). Sin embargo, para todas las muestras, el proceso
se mantuvo constante, aplicando la misma cantidad de extracto (en forma de punto) por
carril. Los parametros ambientales (como la humedad y la composicion de la fase gaseosa
en la camara) no fueron controlados, dado que se mantuvo un sistema abierto. La
metodologia usada por CCF-AR complement6 las ventajas inherentes de CCF. Aqui, la
aplicacion de las muestras (en forma de bandas) se realiz6 de manera automatica y luego,
se realiz6 el desarrollo con una camara cerrada y la evaluacion se llevd a cabo mediante
un sistema de documentaciéon electrénica. Hoy en dia, CCF-AR es una técnica analitica
consolidada, con el mismo nivel de calidad que GC y CLAR, y también un complemento

ideal para esas técnicas (Akowuah et al., 2006; Zlatkis y Kiser, 2011).

Los resultados obtenidos por CCF-AR, en comparacion con CCF convencional mostraron
mayor definicion y separacion de las bandas, los Rf de los compuestos separados fueron
muy similares en ambos métodos. Ademas, CCF-AR facilitando la visualizacién de los

componentes minoritarios en el perfil (Sharma et al., 2010).
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Figura 4.1 Huellas dactilares por CCF y CCF-AR para extractos alcaloidales de raices en
especies de Argemone en el Sistema 1 (n-butanol/H20/NH40H 8:1:1 v:v) y 2 (Benceno/EtOH
94:6 v:v). M-1, A. mexicana poblacién 1; M-2, A. mexicana poblacién 2; O, A. ochroleuca; P, A.
platyceras. Para CCF, cada carril fue cargado con 1 pL de extracto, que representa 13 ug de peso
seco de tejido, los estandares utilizados fueron: sanguinarina (Sa, Rf: 0.38), queleritrina (Que, Rf:
0.27) y berberina (Be, Rf: 0.29); para CCF-AR, cada carril fue cargado con 2 L de extracto, los
estandares utilizados fueron: sanguinarina (Sa, Rf: 0.40), queleritrina (Que, Rf: 0.20) y berberina (Be,
Rf: 0.27).

La evaluacion densitométrica se realizo con las huellas dactilares de todas las muestras a
una longitud de 330 nm, obteniendo de esta manera los cromatogramas. De cada placa se
generd una gréafica (como se muestra en la figura 4.2 para las raices de las diferentes
especies). Para una comparacién directa de todos los carriles integrados, la gréfica
tridimensional (3D) puede verse como una imagen de espejo de la placa. La posicion de la

aplicacion esta en frente (Fig. 4.2).
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Figura 4.2 Grafico tridimensional de todos los carriles de la placa presentada en la Fig. 3.6
con un escaneo en una longitud de onda (330 nm). Perfiles de alcaloides del Sistema 2 en
extractos de raices de especies de Argemone. Linea negra, estandar de Sa (10 ng/uL, Rf: 0.40);
lineas rosadas, A. mexicana primera poblacién (M-1); lineas azules, A. mexicana segunda poblacion
(M-2); linea azul; estdndar de Que (10 ng/pL, Rf: 0.20); lineas verdes, A. ochroleuca (O); lineas
verdes y café, A. platyceras (P); linea roja, estandar de Sa (10 ng/pL, Rf: 0.40). Ejes: [AU], unidades
de absorbancia registradas; [Rf], la altura de la placa (10 cm) con regleta de Rf; [mm], ancho de la
placa (20 cm).

La buena separacion obtenida utilizando los dos sistemas de disolventes ya descritos
permitio la identificacion de cuatro de los alcaloides; queleritrina, sanguinarina,
dihidrosanguinarina y berberina, por comparacion con los estandares disponibles. Las
demas bandas detectadas se registraron por sus valores de Rf y por sus propiedades
fluorescentes. En total se documentaron 16 compuestos y 12 ain no han sido identificados.
Los 16 compuestos se etiguetaron como C1 a C16, de estos, de acuerdo con su orden de
elucion C5, C8, C12 y C16 correspondieron a berberina, queleritrina, sanguinarina y
dihidrosanguinarina, respectivamente. La figura 4.3 muestra el analisis del cromatograma

obtenido de extractos de hojas de A. mexicana.
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A) Track 13, ID: 2m2h1 B) Track 13, ID: 2m2h1
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Q) Sistemal (n-butanol:H20:NH40H 8:1:1) Sistema 2 (Benceno: EtOH 94:6)
Start Start Max Max Max End End Area
_Peak Rf Height Rf Height % Rf  Height Area % Assigned substance
c1 0.14 52 016 31.0 7.79 0.16 10.2 184.9 4.45 unknown *
€2 0.17 1.2 0.18 314 7.79 0.19 119 331.7 7.98 unknown *
Cc3 0.19 16.3 0.20 21.9 550 0.21 6.3 189.2 4,55 unknown *
C5 0.24 6.0 0.26 3029 76.01 0.28 5.9 3288.1  79.09 berberina
Cé 0.39 04 040 11.6 291 043 22 163.5 3.93 unknown *
Start Start Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf  Height Area % Assigned substance
c8 0.17 3.7 0.20 75.7 3532 0.25 8.9 1056.5 36.32 queleritrina
c9 0.25 104 026 204 949 0.28 4.6 164.6 5.66 unknown *
c12 031 4.2 0.35 490 2286 0.38 6.1 627.1 21.56 sanguinarina
c13 046 1.2 049 215 1001 051 2.8 136.8 4.70 unknown *
c14 0.52 0.5 0.54 14.0 6.51 0.56 i B § 95.3 3.28 unknown *
c15  0.69 69 074 339 1580 0.80 0.6 8286 2848 unknown *

Figura 4.3 Cromatogramas obtenidos por CCF-AR (330 nm) de los alcaloides presentes en
extractos de hojas de A. mexicana. A) Cromatograma de compuestos polares (Sistema 1),
compuestos detectados: C1, C2, C3, C5 y C6; B) Cromatograma de compuestos de mediana
polaridad (Sistema 2), compuestos detectados: C8, C9, C12, C13, C14 y C15; C) Reporte de Rf,
alturas, areas y porcentajes areas para cada pico.

De este modo, el analisis de los perfiles cromatograficos de las especies de Argemone
puede resultar una herramienta valiosa en el control de calidad de extractos herbarios
producidos a partir de estas especies (Srivastava-ManMohan, 2010). Por ejemplo, Panax
ginseng y Panax quinquefolium son dos especies cercanas que contienen ingredientes
guimicos muy similares, tienen diferentes aplicaciones en la Medicina Tradicional China.
Mediante la comparacién de las imagenes de sus perfiles cromatogréficos (Fig. 4.4) ha sido
posible diferenciar preparaciones provenientes de cada especie entre ellas (Xie et al.,
20086).
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Figura 4.4 Perfiles cromatograficos de Ginsenosidos separados por CCF-AR para extractos
deraices de Panax ginseng (RG) y Panax quinquefolium (AG), Tomado de Xie et al., 2006. Fase
movil: CHCls: C4HsO2: MeOH: H20 15:40:22:10.

Las raices de Bupleurum chinense y B. scorzonerifolium son consumidas contra diversos
padecimientos. Las saponinas presentes en sus extractos (Fig. 4.5B) son reconocidas como
sus componentes activos, sin embargo, en ocasiones sus extractos son adulterados con
otras especies del género. En un estudio realizado (Tian et al., 2009) se autentificaron (por
CCF-AR) 33 lotes de extractos comerciales. Las imagenes fluorescentes (Figura 4.5A)
fueron procesadas por quimiometria para el reconocimiento de similitud y se lograron

distinguir facilmente unos de otros.
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Figura 4.5 Cromatogramas obtenidos por CCF-AR (366 nm) de saponinas de especies de
Bupleurum, Tomado de Tian et al., 2009. A) 1-5, estandares; 6,7, B. chinense; 8, B.
scorzonerifolium; 9, B. falcatum; 10, B. longiradiatum; 11, B. bicaule; 12, B. marginatum. B) patrones
de reconocimiento de CCF-AR de saponinas para el analisis de perfiles de Bupleurum. Fase movil:
CH2Cl2: C4HgO2: MeOH: H20 30:40:15:3.
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4.1.2 Caracterizacibn quimica de las especies mediante métodos

quimiométricos

Los datos generados a partir de las sefiales cromatogréficas detectadas en los extractos de
los diferentes tejidos de las especies analizadas de género Argemone son de naturaleza
multivariable, en el sentido de que hay mas de una variable (tales como, los presuntos
alcaloides detectados) para cada individuo analizado.

En un estudio realizado por Silva y colaboradores (2016), se colectaron ejemplares de cinco
diferentes especies del género Unonopsis en diversos sitios del estado brasilefio de
Amazonas analizando el potencial de la huella dactilar de los alcaloides presentes en las
hojas mediante Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis quimiométrico con el objetivo de aplicar los
perfiles quimicos con enfoques quimiotaxondmicos. A pesar de que se encontraron
compuestos comunes entre las diferentes especies, el andlisis también mostré diferencias
significativas entre las especies y los sitios de recoleccion. Los resultados mostraron una
alta similitud quimica entre dos de las especies (U. floribunda y U. rufescens) que las
distinguia de las tres restantes (U. guatterioides, U. duckei y U. stipitata). La identificacion
guimica apunté a cinco compuestos como posibles marcadores entre las especies (Silva et
al., 2016) (Fig. 4.6).

Del mismo modo, los andlisis multivariados basados en la diversidad de alcaloides en tres
especies del género Argemone, realizados en este estudio, permiten inferir que la
segregacion de las especies en dos grupos diferentes, fue esencialmente por la presencia
de 16 alcaloides detectados. Estos grupos fueron, por un lado el formado por los perfiles de
las partes aéreas conjuntas (hojas y tallos) que no mostraron diferencias entre las especies,
y por el otro, los perfiles de las partes radicales que dieron lugar a dos grupos; uno integrado
por A. mexicana y A. ochroleuca, y otro por solamente A. platyceras (ver Fig. 3.23). La
ocurrencia de diferencias en la composicion de alcaloides en las raices indica que en la
formacion de estos grupos influyé la diversidad de alcaloides (nimero de alcaloides

detectados en el andlisis cromatografico), asi como la cantidad de los mismos.

113



CAPITULO IV

U. rufescens (RD)/|
U. floribunda (FDB) | ‘ | oo
U. floribunda (FDA) |

U. stipitata (SUB) |
U. stipitata (SUA) |

U. guatterioides (GU)|

U. duckei (DDD) | 1)

U. duckei (DDC)|

U. duckei (DDB) |-, ‘ A
U. duckei (DDA) | | o
U. duckei (DRB)| 2

U. duckei (DRA)|

0 50 100 150
Euclidean distance

Figura 4.6 Dendograma con la identificacion tentativa de compuestos resultantes del andlisis
de fragmentacion y responsables de la segregaciéon de especies del género Unonopsis. 1)
asimilobina, 2) glaziovina; 3) scoulerina 4) norclaucina (Tomado de Da Silva et al., 2016).

4.1.3 El metabolismo especializado en especies de Argemone definido por

factores genéticos

En una caracterizacion de diversas variedades Ocimum basilicum L (albahaca), se
realizaron colectas en diferentes regiones de Iran y se documentaron parametros
morfolégicos y fitoquimicos, como la cuantificacién de los acidos fendlicos (Javanmardi et
al., 2002). El analisis de conglomerados distinguié quimicamente cuatro grupos, resultando
en que las variedades colectadas en ambientes hUmedos y semi himidos mostraron bajas
cantidades de &cidos fendlicos, sugiriendo que en estos ambientes parecen no ser
necesarios (Javanmardi et al., 2002). En este estudio también se analizé la variabilidad
genética de las poblaciones y como esta variabilidad se traduce en variacion fenotipica
(Javanmardi et al., 2002).

Por otra parte, también se ha reportado que especies con un amplio rango de distribucién
geografica presentan variaciones fenotipicas (Lortie y Aarssen, 1996) y que éstas han
surgido cuando los distintos genotipos confrontan diversos ambientes, reaccionado siendo

de manera distinta a los mismos (plasticidad fenotipica, Gutteling et al., 2007).
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Aunque no hay suficientes estudios fitoquimicos sobre las especies de Argemone, las
revisiones mas recientes han integrado todas las estructuras quimicas conocidas de los
ABI's y las enzimas participantes. Por ello, se ha logrado obtener un buen entendimiento
de sus rutas metabolicas (Hagel y Facchini, 2012; Chavez et al., 2011; Rubio-Pifia, 2009).

En un trabajo realizado por Schwarzbach y Kadereit (1999) se dedujeron relaciones
evolutivas dentro del género Argemone a partir de la variacién de nucleétidos en el ADN
ribosomal nuclear. En este analisis filogenético (fig. 4.7) se pudieron reconocer cuatro
grupos distintos (I, I, Ill, 1V) y algunos caracteres morfolégicos, como color, forma y
estructura se pudieron asociar a especies dentro del género Argemone. Esto fue de gran
valor pues dichos caracteres resultan de una variacion morfolégica en gran parte continua
y de paralelismos correlacionados probablemente causados por la poliploidizacion.
Ademas, el aporte de este trabajo fue que las especies de Argemone presentan un
metabolismo especializado debido al potencial evolutivo de sus caracteres genéticos, muy
importantes para el establecimiento, supervivencia y crecimiento de las especies en

diversos ambientes (Lloret et al., 2004).

Las especies estudiadas en este trabajo; A. mexicana, A. ochroleuca y A. platyceras,
pueden ser ubicadas en la filogenia presentada por Schwarzbach y Kadereit (1999) (figura
4.6), en la cual A. mexicana y A. ochroleuca se encuentran en el grupo IV y que han sido
clasificadas por producir alcaloides tipos protopinas y protoberberinas (P), mientras que A.
platyceras pertenece al grupo Il y ha sido clasificada por presentar tanto alcaloides tipo P y
como pthalidoisoquinolina, lo que coincide con el agrupamiento generado en este analisis
para los perfiles de las raices (Fig. 3.26). Ademas, cabe sefialar que mientras A. platyceras

presenta flores blancas, las otras dos especies presentan tonalidades amarillas (Fig. 3.2).
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Figura 4.7 Filograma quimico y morfologico de las especies de Argemone (Tomado de
Schwarzbach y Kadereit, 1999). Como grupo externo se empled Arctomecon. P, protopinas y
protoberberinas; A, apavines (alcaloides tipo fthalideisoquinolina); PA, combinacion de ambos tipos.

116



CAPITULO IV

En la figura 4.8 se muestra un diagrama que marca las diferencias encontradas en los
analisis moleculares realizados en A. mexicana y A. platyceras, se presentan los sitios de
acumulacion y de biosintesis para ABI’s, y con los enfoques comentados en este apartado,
se puede verificar que las especies presentan particularidades en la eleccién de tejidos que
participan en la acumulacion de sus alcaloides, asi como el favorecimiento de sintesis de

ABI’s tipo fenantridinas en A. platyceras y fenantridinas y protoberberinas en A. mexicana.

alli 7
A
- ] NCS1
NCS1 E@ o @
BBEL g @@
DBOX - 13
SOMT ) € \
NCS1 @
- NCS1
BBE1 :@%D- e
DBOX 415 TNMT
SOMT
NCS1 = @ NCS1
BBE1 g
StySyn
psox Mg TJMVT
SOMT psa

Figura 4.8 Integracion de los perfiles de acumulacion de los presuntos alcaloides detectados
en perfiles cromatogréficos de hoja, tallo y raiz (16 en total), asi los niveles los transcritos en
A. mexicanay A. platyceras. Compuestos: dentro de circulos para Sistema 1 de elucién, dentro
de cuadrados para el Sistema 2 de elucion (ver Fig. 3.11); NCS1 y BBEL1 (ver Fig. 3.30), enzimas
participantes en reacciones comunes de biosintesis; StySyn, TNMT y DBOX (ver Fig. 3.31), enzimas
participantes en la produccién de sanguinarina; SOMT (Fig. 3. 32), enzima participante en la
formacion de berberina.
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4. 2 CONCLUSIONES

La integracion de los resultados obtenidos por CCF convencional y CCF de alta
resolucion (AR) fueron adecuados para la obtencién de las huellas dactilares de las
tres especies de Argemone y para la deteccién de 16 tipos de alcaloides, asi como
para el reconocieron de cuatro ABI's con estandares, y la cuantificaron dos de ellos

(sanguinarina y berberina).

Se estableci6 que el andlisis quimiométrico es oportuno para establecer la similitud
entre las especies. Con la correlacion de las sefiales cromatograficas se obtuvo que
los perfiles de la parte aérea (hojas y tallos) en las tres especies analizadas es muy
similar y la influencia de los 16 alcaloides detectados agrupan los perfiles de raices
de A. ochroleuca y A. mexicana, ademas que los individuos de A. platyceras en

raices, se separan en un grupo correlacionados con sanguinarina.

Los andlisis moleculares en individuos adultos de A. mexicana y A. platyceras
resultaron interesantes ya que presentan diferencias en los sitios de biosintesis de
los ABI’'s que producen. Mientras que en A. mexicana se obtuvieron amplificaciones
de genes de enzimas para la sintesis de berberina y sanguinarina, en A. platyceras
no se obtuvieron amplificaciones para la sintesis de berberina, estos resultados en
A. platyceras nos indican, que esta especie favorece la sintesis de ABI's tipo

fenantridinas y que esta directamente relacionada con sus estados de desarrollo.
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4.3 PERSPECTIVAS

Una vez asentadas las bases quimiotaxondmicas de tres especies de Argemone, al
combinar otras técnicas cromatograficas acopladas a técnicas espectroscopicas nos

permitirian elucidar estructuralmente los alcaloides separados por CCF-AR.

Por otro lado, este trabajo presenta uno de los primeros acercamientos de tipo molecular
sobre la sintesis de alcaloides en A. platyceras, y ya que se han iniciado las primeras
secuencias de genes en esta especie, con la disponibilidad de su transcriptoma, bien se
podrian abordar posteriormente nuevos aspectos sobre el proceso de sintesis de ABI’'s en
esta planta.

La expansion de herramientas moleculares, asi como estrategias de ingenieria metabdlica
darian lugar para interesantes oportunidades para A. platyceras y A. ochroleuca y fomentar

mayor interés en otras especies del género, como recursos de gran potencial.
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APENDICE

En esta seccion se muestran los datos complementarios de los resultados (Capitulo 111). En
el Apéndice 1 se muestra la matriz de datos disefiada para los andlisis quimiométricos en
perfiles de hojas, tallos y raices de las especies de estudio.

En el apéndice 2 se presentan los resultados de las secuenciaciones de los productos
amplificados a partir de RNA de A. platyceras, asi como sus respectivos alineamientos

comparados con las secuencias correspondientes de A. mexicana.

Apéndice 1. Matriz de datos para andlisis quimiométricos en perfiles de

especies de Argemone

Se obtuvieron un total de 108 perfiles cromatogréficos (considerando tres repeticiones, tres
tejidos, tres individuos y cuatro especies/poblaciones) en cada uno de los sistemas de
elucion. El total de bandas cromatograficas observadas, de acuerdo a los valores de Rf
fueron 16 (nueve observadas en el sistema 1 y siete en sistema 2). Se registro la altura de
las sefiales cromatograficas para cada banda. La matriz de datos generada para los analisis
de PCA y de conglomerados de la seccién 3.7.1, del Capitulo I, se presenta en la figura
Al.1. La columna | enlista las muestras analizadas en el densitometro. La columna 2
despliega las claves utilizadas como nhomenclatura para dichas muestras donde la primera
letra se refiere a la especie (my 2m, o, p; para A. mexicana, A. ochroleuca y A. platyceras,
respectivamente) y la segunda al tejido (h, t, r; para hoja, tallo, r). De la columna 3 a la 18
se presentan los valores de las alturas registradas para cada uno de los 16 alcaloides. La
matriz presenta un total de 108 hileras considerando tres repeticiones de tres tejidos de tres

individuos de cuatro especies/poblaciones.

Para los analisis quimiométricos de los perfiles de raices de las especies de Argemone
(seccion 3.7.2, del capitulo IIl), se analizaron las altura de las sefales cromatograficas de

las muestras nimero 73 hasta la nimero 108.
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Figura Al.1. Matriz de datos de alturas maximas de bandas pertenecientes a los 16
alcaloides detectados en perfiles de Argemone.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Muestra Perfil Cc1 (o7 c3 ca C5Be c6 c7 C8Que c9 c10 C11 C12sa (13 Cl4 cC15 C16Dsa
1 Mh 13 22.7 0 0 315 0 15.2 189 15.2 0 0 11.8 0 0 0 0
2 Mh 11.8 30.8 0 0 358.4 0 15.8 234 17.8 0 0 12.9 0 0 0 0
3 Mh 10.2 35.8 0 0 328.6 0 233 22.8 20.7 0 0 14.9 0 0 0 0
4 Mh 15.3 194 0 0 211.9 0 0 18.6 18.8 0 0 17.3 0 0 0 0
5 Mh 14.4 24.6 0 0 289.5 0 0 124 17.1 0 0 17.1 0 0 0 0
6 Mh 13.3 24.4 0 0 154.7 0 0 9.3 13 0 0 16.3 0 0 0 0
7 mh 14.8 15.6 0 0 189 0 0 125 20.9 0 0 125 0 0 0 0
8 mh 139 13.8 0 0 2433 0 0 10.4 18.4 0 0 10.9 0 0 0 0
9 mh 14.7 18.9 0 0 201.9 0 0 131 29.7 0 0 11.4 0 0 0 0
10 2mh 28.4 324 18.4 0 288.5 10.5 0 5602 17.9 0 36.5 28.9 0 0 0 0
11 2mh 34.2 29.6 229 0 3125 12.4 0 38.7 15.2 0 329 25.5 0 0 0 0
12 2mh 30.4 313 24.4 0 307.7 119 0 47.3 19.7 0 329 27.2 0 0 0 0
13 2mh 221 20 18 0 302.4 15.6 18 125.5 221 0 9.2 68.8 20.4 56 0 0
14 2mh 189 17.5 17.2 0 229.6 14.2 24.1 80.9 21.4 0 12.4 45.3 18.9 52.1 0 0
15 2mh 24.4 19.5 11.3 0 272.6 19.7 19.7 1125 315 0 8.7 61.4 25.2 53.9 0 0
16 2mh 12.4 18.9 0 0 460 26.9 139 66.3 10.1 0 333 243 0 23 0 0
17 2mh 9.1 21.4 0 0 399.4 223 9 52.1 12.4 0 29.4 22.6 0 189 0 0
18 2mh 13.5 317 0 0 502.3 26.1 11.3 69.4 12 0 27.3 25.7 0 24.1 0 0
19 oh 0 0 0 22.6 230.5 245 0 42.1 35.8 0 0 74.4 0 13.7 199 0
20 oh 0 0 0 19.9 289.7 31.9 0 62.1 29.1 0 0 723 0 125 154 0
21 oh 0 0 0 235 362.7 221 0 53.3 37.4 0 0 62.1 0 134 16.6 0
22 oh 0 324 0 707 4203 ] ] 263 351 0 0 36.7 0 0 0 0
23 oh 0 331 0 50 365 0 0 13.3 329 0 0 26 0 0 0 0
24 oh 0 36.2 0 37.7 417.1 0 0 17.7 334 0 0 40.8 0 0 0 0
25 oh 0 43.2 0 89.6 387.7 0 0 45.8 32,6 0 0 56.2 0 0 0 0
26 oh 0 49.5 0 66.4 372.9 0 0 42.3 45.1 0 0 51.2 0 0 0 0
27 oh 0 423 0 112.2 380 0 0 44.2 435 0 0 46.5 0 0 0 0
28 ph 129 29.6 0 0 0 16.6 13.8 0 0 0 0 0 9.2 0 0
29 Ph 14.2 21.2 0 0 0 13.7 12.4 0 0 0 0 0 14.4 0 0 0
30 ph 13.7 18.5 0 0 0 22.8 17 0 0 0 0 0 9.3 0 0 0
31 ph 13.4 40.1 0 0 41.1 16.9 10.3 0 0 0 0 0 15.8 0 0 0
32 ph 11.8 39.8 0 0 29.8 18.7 11.8 0 0 0 0 0 19.6 0 0 0
33 ph 19.5 314 0 0 38.6 19.9 14.5 0 0 0 0 0 20.7 0 0 0
34 ph 20.9 25.4 0 0 20.4 15.6 15.4 0 0 0 0 0 14.7 0 0 0
35 ph 17.2 29.6 0 0 12.8 20.1 134 0 0 0 0 0 239 0 0 0
36 ph 16.8 28.7 0 0 13.6 20.1 16.8 0 0 0 0 0 18.4 0 0 0
37 mt 502.3 0 0 0 3214 145.6 369.4 25.4 0 15.8 0 16.1 0 0 0 0
38 mt 496.8 0 0 0 3416.8 1589 334.7 139 0 223 0 21.4 0 0 0 0
39 mt 488.9 0 0 0 42232 135.8 346.8 16.5 0 17.7 0 183 0 0 0 0
40 mh 527.5 0 0 0 3005.6 449  456.6 255 0 15.4 0 15.6 0 0 0 0
41 mt 496.1 0 0 0 3260.1 480.2 4723 213 0 14.8 0 17.5 0 0 0 0
42 mt 503.7 0 0 0 3085.3 4721 5138 0 0 16.6 0 15.8 0 0 0 0
43 mt 417.8 0 0 0 3150.4 95.8 160 42 56.2 19.4 0 19 0 0 0 0
44 mt 442.9 0 0 0 3256.8 102.4 107 43.2 42.1 12.6 0 17.7 0 0 0 0
45 mt 409.2 0 0 0 33515 1114 0 45.6 323 15.1 0 10.4 0 0 0 0
46 2mt 452 0 0 0 3542.9 0 0 175.2 0 229 0 42.2 0 0 0 0
47 2mt 526.5 0 0 0 3926.2 0 0 204.1 0 26.4 0 41.2 0 0 0 0
48 2mt 513.7 0 0 0 3614.4 0 0 199.3 0 34.7 0 55.8 0 0 0 0
49 2mt 583.1 0 0 0 2948.1 0 0 170.7 0 31.8 0 90.3 0 0 0 0
50 2mt 527.4 0 0 0 2756.4 0 0 199.4 494 26.6 0 82.1 0 0 0 0
51 2mt 618.4 0 0 0 2927.4 0 0 173.8 40.9 21.4 0 120.7 0 0 0 0
52 2mt 314.8 0 0 85.9 2648.2 0 0 230.1 0 224 0 105 0 0 0 0
53 2mt 201 0 0 83.2 2748 0 0 189.6 0 0 0 111.3 0 0 0 0
54 2mt 243.8 0 0 84.1 2812.7 0 0 210.9 0 20.8 0 88.2 0 0 0 0
55 ot 509.4 0 0 0 4546.3 234 169.2 45 19.4 16.6 19.2 76.4 0 0 0 0
56 ot 438.5 0 0 0 5614.9 2194 1938 35.6 26.7 16.2 20.8 96.6 0 0 0 0
57 ot 448.9 0 0 0 5692.6 227.9 186 35.2 23.2 12.4 30.2 86.5 0 0 0 0
58 ot 455.2 0 0 704.6 5348.4 150 92.3 283 19 423 29.7 76.4 25 0 0 0
59 ot 423.8 0 0 645.2 52789 1434 99.9 314 14.6 26.4 243 46.3 0 0 0 0
60 ot 517.8 0 0 569 5155.7 1509 97.6 303 19.2 46.8 309 57.3 0.31 0 0 0
61 ot 310.3 0 0 606.4 4022.6 3459 56.8 46.2 65.6 25.6 26.4 59.9 0 0 0 0
62 ot 3129 0 0 582.7 32044 3281 904 40.4 36.2 15.4 17.8 76.1 0 0 0 0
63 ot 275 0 0 616.3 3387.6 3481 89.2 39.7 329 16.3 23.6 76.7 0 0 0 0
64 pt 281.6 0 0 1548 0 767.9 599.5 0 0 0 0 18.2 0 0 0 0
65 pt 236.8 0 0 1942 0 780.4 7122 0 0 0 0 16.7 0 0 0 0
66 pt 205.8 0 0 1509.8 0 7229 645.1 0 0 0 0 17.6 0 0 0 0
67 pt 112.6 0 0 458.2 0 7416 514 0 0 0 0 15.4 0 0 0 0
68 pt 136.4 0 0 422.9 0 763.6 645 0 0 0 0 239 0 0 0 0
69 pt 134.4 0 0 441.6 0 794.7 400.7 0 0 0 0 21.6 0 0 0 0
70 pt 122.4 0 0 584.1 0 740.2 869.1 0 0 0 0 19.3 0 0 0 0
71 pt 126.9 0 0 596.3 0 736.9 814.9 0 0 0 0 22.8 0 0 0 0
72 pt 132.6 0 0 482.2 0 763 904.4 0 0 0 0 25.1 0 0 0 0
73 mr 0 0 0 0 3012.2 0 0 312.2 0 85.4 0 1479 126.8 0 0 0
74 mr 0 0 0 0 2945.6 0 0 345.8 0 96.7 0 1117.3 1222 0 0 0
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75 mr 0 0 0 0 2718.2 0 0 359 0 915 0 12254 1473 0 0 0
76 mr 0 0 0 0 1245.1 0 0 4592 0 2142 0O 987 3427 0 0 0
77 mr 0 0 0 0 1348.2 0 0 5243 0 213 0 10857 3261 0 0 0
78 mr 0 0 0 0 1426.7 0 0 584 0 219 0 11895 3182 O 0 0
79 mr 0 0 0 0 2046.3 0 0 3124 0 1756 0 8163 2142 0 0 0
80 mr 0 0 0 0 1992.8 0 0 305 0 218 0 10855 1737 O 0 0
81 mr 0 0 0 0 1708.9 0 0 2496 0 2004 O 11852 1881 O 0 0
82 2mr 219 86 0 5083 74561 3291 0 19142 2146 214 7142 4547 1597 2031 O 0
83 2mr 2124 1456 0 4569 78462 3147 0 17334 1988 1847 6457 49865 210 1867 O 0
84 2mr 2298 1494 0 4418 79537 3114 0 18706 2229 1611 6429 49445 2405 2237 O 0
85 2mr 3852 2904 0 3122 108456 1102 O 15233 2255 982 318 1807 1517 O 0 0
86 2mr 3421 2963 0 4056 104782 96 0 1478 2127 56 2152 2545 1731 0 0 0
87 2mr 3587 2533 0 3442 108695 93.8 0 21602 2488 743 1973 22876 1459 0 0 0
88 2mr 0 0 0 0 0 3028 0 16782 2586 O 3527 1947.3 4087 321 0 0
89 2mr 120 0 0 0 3456 3451 0 18143 1966 O 4986 20093 322.6 3854 0 0
% 2mr 1485 0 0 0 1248 4393 0 18895 2108 0 5167 14449 3373 3616 O 0
91 or 0 0 0 28152 2389.7 0 0 9623 2453 2459 3204 15459 0 5183 0 0
92 or 0 0 0 24158 2645.1 0 0 1178 2014 3025 2719 16264 O 4299 O 0
93 or 0 0 0 24739 2670.1 0 0 11159 209.7 2922 401.6 18926 O 4198 0 0
% or 0 0 0 30451 2849.3 0 0 5427 190 3064 2186 12369 0 3294 0 0
95 or 0 0 0 32583 30452 0 0 4926 1766 2668 250.7 1576 0 2094 0 0
% or 0 0 0  2667.8 3076.7 0 0 5388 2181 259 209.3 14726 0 2322 0O 0
97 or 0 0 0 24894 2667.1 0 0 16864 277.4 6402 5297 9874 0 328 0 0
98 or 0 0 0  2968.7 2947.3 0 0 1256 302 5524 8153 1248 0 4208 0 0
99 or 0 0 0 32023 3046 0 0 14212 2756 7007 795.8 13619 O 3994 0 0
100 pr 2888 0 3147 12458 559.2 5442 O 2514 1726 203.8 5029 84751 O 8.7 0 503
101 pr 2956 0 2897 13227 59247 58.7 O 3026 2058 175 4382 64562 0 996 O 614.1
102 pr 3057 0 2809 13105 6049.2 5305 0 3157 2189 179.2 4242 7968 0 1177 0 508.9
103 pr 9124 0 0 3451 2814 5899 O 3168 3405 O 2879 5978 ] ] 0 659.6
104 pr 8144 0 0 245 27151 5287 0 3021 3027 O 3621 57433 0 0 0 607.2
105 pr 705 0 0 8556 26273 5005 O  256.8 2943 0 3937 60339 0 ] 0 758.2
106 Pr 12453 0 2415 8951 3967.1 6148 0 0 2337 5963 2856 69849 0 4115 0 402.1
107 Pr 12453 0 1862 9156 33472 545 0 0  270.8 680.4 3894 7012 ] 375 0 398.1
108 Pr 13401 0 2314 9805 37638 7548 0 0 2302 7546 327 89723 0 3565 0 329.6

Apéndice 2. Analisis de amplicones obtenidos de A. platyceras

En este apéndice se muestran los datos complementarios para las secciones 3.8.1y 3.8.2
del Capitulo Ill. Tomando en cuenta que los fragmentos amplificados a partir del ARN total
extraido de los tejidos de A. platyceras fueron obtenidos con el uso de cebadores disefiados
a partir de secuencias de A. mexicana, se llevé a cabo su secuenciacion, con la finalidad
de su comprobacion. A continuacién en la Figura A2.1 se muestran los fragmentos
amplificados de los diferentes tejidos y etapas que fueron secuenciados. Los transcritos
analizados fueron NCS1, TNMT, StySyn y SOMT (ver Figs. 3.30, 3.31, 3.32 para las
abreviaturas). Se analizaron plantas en diferentes etapas de desarrollo (E1, E2, E3; ver Fig.
3.34
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Plantas adultas El E2 E3
f . A

Pl o o o B - L i ()

NCS1 TNMT StySyn SOMT

Figura A2.1 Fragmentos amplificados de A. platyceras en diferentes tejidos y estados de
desarrollo, incluye los genes NCS1, TNMT, StySyn y SOMT. Ver Figs. 3.30, 3.31, 3.32y 3.34
para las abreviaturas.

Para la verificacion de los fragmentos obtenidos de A. platyceras, se utilizaron transcritos
disefiados para A. mexicana. Las comparaciones se realizaron utilizando las secuencias
nucleotidicas identificadas de A. mexicana y disponibles en bancos de informacion o bases
de datos, como NCBI (National Center for Biotechnology Information). El programa utilizado
para el alineamiento fue DNAMAN setup. Las secuencias de nucleétidos se compararon
entre si con la finalidad de obtener un porcentaje de identidad entre ellos y la similitud de
las secuencias amplificadas en A. platyceras contras A. mexicana. Los resultados obtenidos

se presentan en las figuras posteriores.

Upper line: DNAMAN1, £from 170 to 390
Lower line: DNAMAN2, from 1 teo 214

NCSAm1:180528-022_K12_1A70ZA0164.ab1 (209 pb) Identity=53%
170  CAATCTGTGATAAGAAAGGAAGTTACATATGAATTGGAAGTACC.AACATCAGCTGATIC

.- - - - - .. - T T T T Y - - b e e

KAAABTCTCGCATCTTAGACCTTTAC. CACCATTTGGAGGCGCCTGATGACATCTAATCT

-

2238 AATTTGGGCAGTTITACAGTTCACCCAACATTCCTACACTICTAAGAGATGTTCTACTICC

e - - - . - - - .. - - - - - .-

&0 . . TTCGAARACCCCTTGAACTICAC. .ATCCCTGCCAATIGTTCGATGTTIGGGTGAACTATA

289 TIGCTGTTITIGAAARAGCTAGATCTGATTGAGGCCAATGCTGCTGTIGCAARCTGTICTIGA

. . - - Wk ke h khh hhe bbb bhbh hhhh bbb b bbb

116 TGCTGCCCTAATTGAATCAGCTGAGGTTG . GGCTAATGCTGGAGTTCTAACTIGTICTTIGA

348 CATTGITTITCCCICCAGGTGCTGIGCCCCGTTGTITACAAAGA

bbb hhhh whh e - Y .. - “h .

178 CATTGTITTICCCCCCC. .CCGGAAATCCTTIGTTACCATTAAAR

Figura A2.2 Alineamiento de los nucleétidos de NCSAm1ly lasecuenciadel fragmento (#1) de
NCS obtenido en hojas de plantas adultas de A. platyceras. El porcentaje de identidad entre ellos
es de 53%, las estrellas marcan la similitud de las secuencias.
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Upper line: DNAMAN1l, from €41 to 858
Lower line: DNAMANE, from 2 to 218

NCSAm1:180528-022_116_1A70ZA0165.ab1 (218 pb) Identity=50%
€41 AATCAATCTGIGATAAGAAAGGAAGTTACATATGAACTGCAAGTTCCAACCTCAGCTGAT

- - - - - - ARheE . - - - B

AAABGGGCGCTGTGTICCATGTAAGGTTAC . TGCCCTAGGTTAGCCATGATGACATCTAAT

~n

701 TCAATTTGGGCAGTTTATAGTTCACCCAACATTCCTACAATTICTCAGGGATGTTICTIGCTIT

- - - - - S ah A P e ke -

€1 C....TTTCGAAAACACCAGGAAGCAGAACATCCCTGAGAATTIGTIGGAATGTIGGGTIGA

761 CCTGG. . . .IGTTTTCGAAAGATTAGATGTCATCAAGCGCTARTGCTIGGTIGTTIGGAARCTCT

- - - ek ke - P - -

117 ACTATAAACTGCCCTCATIGAATCAGATGAGGTCGGAGCTTGCGGTGCATATGGAACTTC

817 TCTTGACATIGITICCCATCCAGGTAATTICCATGTACTACTA

- bhbhhhhh bbb hhh ki hh hhe hhE hEEe .

177 CTTTCTTATTGTITCCCAICCCGGGAAAICCTTGTTCTACAﬂ

Figura A2.3 Alineamiento de los nucleétidos de NCSAm1ly la secuencia del fragmento (#2) de
NCS obtenido en tallo de plantas adultas de A. platyceras. El porcentaje de identidad entre ellos
es de 50%, las estrellas marcan la similitud de las secuencias.

Upper line: DNAMAN1,

from €45 to 858
Lower line: DNAMANZ, £r

om 3 to 216

NCSAm1:180528-022 A14 1A70ZA0166.ab1 (216 pb) Identity=59%

€45 AATCTIGTGATAAGAAAGGAAGTTACATATGAACTGCAAGTTCCARCCTCAGCTGATTCAA
- - - - - - - - - - - - - - - -

3 ARBATCTCAATCTTTITCACTGTITACTAGCCTTCCGTTACCCTIGATGACATCTAATCTTIT

708 TTTGGGCAGTITATAGTTCACCCAACATTICCTACAATICTCAGGGATGTTICTIGCTICCTIC

- - - - - - - - - - --- - - - - - SRR AA..

€3 CGARAACACCAGGAAGCAGACCATCCCTGCCAATTIGTTCGAATGGTGGGTGAGCTTICCTIG

7€5 GIGTITITICGAAAGATTAGATGTCATCAAGGGTAATGGTIGGTGTIGGAACTGTICTITIGACA
R AR AS.. R - - -- - .. R e

123 GIGTTTITCATTGAATCAGATGACGTCGAGGGTTATGGTGCTGTTGGAACTGTICTIGACA

825 TIGTTICCCATCCAGGTAATTCCATGTACTACTA

B R

183 TIGTITTCCCATCCAGGGAAATCCATGTACTACAA

Figura A2.4 Alineamiento de los nucleétidos de NCSAm1y lasecuencia del fragmento (#3) de
NCS obtenido en raiz de plantas adultas de A. platyceras. El porcentaje de identidad entre ellos
es de 59%, las estrellas marcan la similitud de las secuencias.

La comparacion de secuencias de los fragmentos amplificados para NCS en hoja, tallo y
raiz de A. platyceras con las secuencias reportadas de la isoforma 1 de NCS para A.
mexicana (Figs. A2.2, A2.3 y A2.4), presentaron un rango de identidad del 50-59%, y con
estos porcentajes se sugiere que son similares y que el grado de conservacion revela las
posibles relaciones evolutivas en las diferentes especies. También se puede inferir que en

A. platyceras existen otras isoformas para este gen asi como sucede en A. mexicana.
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Las secuencias de los fragmentos amplificados para TNMT en tallo y raiz de A. platyceras,
se compararon con las secuencias reportadas de este mismo gen en Papaver bracteatum
(Papaveracea) (Figs. A2.5 y A2.6), especie productora de benzofenantridinas y morfinanos
(Sharafi et al., 2013) el porcentaje de identidad (mas alto) fue de 71% en tallos y 43% en

raices.

Upper line: DNAMAN1, £from 750 to 925
Lower line: DNAMANZ, from 2 to 171

TNMT KR260909.1 Papaver bracteatum :180528-022_C12_1A70ZA0167.ab1 (167 pb) Identity=71%
750 GCTIGCTARTAGTCTICCTICTATTTCCAGGATGATGTITICAGTIGTGGATCATIGGGTITIGTIC

e e R I -

2 AARBARAAGAGCTCTCICTATITC.AGGATGATGTITTCCGTITGCG . ATCATTGGGTICCTIT

810 AACGGAATGCACATGGCTCGTTCAGTAGACATTIGGAGAAAGGCACTAGACAAARATATG

e R e ke e DR

€0 GACGCAATG.GCATGGCTCGITCCGTACAGGCATGGAGAARGARACTARACACGAATATG

870 GAAGCTGCAAAAGARATTCTATTACCTGGACTTGGAGGAAGCCACGARAGCAGTARR

R - - ~ I - -

119 TCAGCTGGGAAGAGAGAA . .AATACCTGCACTTGGAAGA . GTCATGAACCAGGGAA

Figura A2.5 Alineamiento de los nucledtidos de TMNT en Papaver bracteatum y la secuencia
del fragmento (#4) de TNMT obtenido en tallo de plantas adultas de A. platyceras. El porcentaje
de identidad entre ellos es de 71%, las estrellas marcan la similitud de las secuencias.

Upper line: DNAMAN1l, from 292 to 472
Lower line: DNAMANZ2, from 1 to 175

TNMT KR260909.1 Papaver bracteatum :180528-022_E14_1A70ZA0168.ab1 (170 pb) Identity=43%

292 CAGAAGAAGCTGCACATGAATTATACTGTGAACGAGCACAGATCAARGATGGACARACTG
- e . -~ ~ - - R R A -~ - - - ke e -

: EAAABGGCGTTTITTIGGIGGTTICT .CTGTTTGTICGCATCGTITTICIGTIGTTIGTACTGATCC

352 TICTCGACATTGGTITGTGGTCAAGCTGGTICTAGTTCTATACATIGCTCGGAARTATAAGA

- ~ - - hA -~ - - R R e - R ~
€0 TCTTTICCATTICTACTGGCCAGAATG. . ... TICTTICTTICCTTGTCGATGAACATAGCA
412 AATGTCATGTTACAGGGCTCACTAATTCAARGGCACARGTCAATTACTTACTC . AAGCAA

- - - - ke e - . K ) - - - - - e

114 AATCCTGGAAGTCTTAGTACGGCAATTTAAGTTARAAGCTGACCCACAGCTICTGAACAA

Figura A2.6 Alineamiento de los nucleédtidos de TMNT en Papaver bracteatum y la secuencia
del fragmento (#5) de TNMT obtenido en raices de plantas adultas de A. platyceras. El
porcentaje de identidad entre ellos es de 43%, las estrellas marcan la similitud de las secuencias.

Por otra parte, las secuencias de los fragmentos amplificados para StySyn en raiz de
plantas adultas de A. platyceras, se compararon con las secuencias reportadas de este

mismo gen en A. mexicana (Figs. A2.7 y A2.8), los porcentajes de identidad fueron
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superiores al 80%, lo que indica que es altamente probable que las secuencias de A.

platyceras pudieran corresponder en realidad a StySyn.

Upper line: DNAMAN1, from 860 to 1034
Lower line: DNAMANZ, from 3 to 178

StySynAm :180528-022_E12_1A70ZA0169.ab1 (173 pb) Identity=88%
8¢€0 ATCGTTAAATTCACCTACTAATACT . TACTTACATTITICTTAGATCACAGAACTACGAAG
- - - B I T 2 22 2 e I I T
3 AABATGARTCGCGAGTACTATGACTGTACTTACATTITICTITAGATCCCCCAACTACARAG

9193 ATGAARGTTATTATATTCGCGATATITGAAGCTTATCTITTGGGTGTAGATAGTACTTCTT

B

€3 ATGAAGTTATTATATTICGCTATATITGAAGCTTATCTITTIGGGTGAACATAGTACTICIT

979 CAACTACAGCATGGGCACTCGCGTATITAATACGAGAACCARATCGTTICAAGAGARA

I

123 CTACTACAGCATGGGCACTCGCGTATTITAATACGAGAACCARATGTTCAAGAGARR

Figura A2.7 Alineamiento de los nucleétidos de StySyn en Argemone mexicanay la secuencia
del fragmento (#6) de StySyn obtenido en raices de plantas adultas de A. platyceras. El
porcentaje de identidad entre ellos es de 88%, las estrellas marcan la similitud de las secuencias.

Upper line: DNAMAN1, from 860 to 1034
Lower line: DNAMAN2, from 2 to 177

StySynAm :180528-022_G12_1A70ZA0170.ab1 (172 pb) Identity=84%
8e0 ATCGTTARATTCACCTACTAATACTTACTTACATTIT. . ICTTAGATCACAGARACTACGAAG

B - - " Wk kR R R AR ee . Rk e

ARABATARTCGCGAGTACTATGCTGTAGTITGCAGTITGTCTTATCTCCCCCCACTACARARG

n

919 ATGAAGTTATTATATICGCGATATTTGAAGCTTATCTITTIIGGGTGTAGATAGTACTICIT
e I
€2 ATGAAGTTATTATATICGCTATATTITGAAGCTTATCTTTTGGGTGTACATAGTACTICIT
979 CAACTACAGCATGGGCACTCGCCTATTITAATACGAGAACCAAATGTTCAAGAGAAR
e

122 CTACTACAGCATGGGCACTCGCGTATTITAATACGAGAACCAARATGTTCAAGAGAAA

Figura A2.8 Alineamiento de los nucleétidos de StySyn en Argemone mexicanay la secuencia
del fragmento (#7) de StySyn obtenido en raices de plantas adultas de A. platyceras. El
porcentaje de identidad entre ellos es de 84%, las estrellas marcan la similitud de las secuencias.

Las secuencias de los fragmentos amplificados para SOMT en plantas de los estados de
desarrollo E1, E2 y E3 en A. platyceras, se compararon con las secuencias reportadas de
este mismo gen en A. mexicana (Figs. A2.9, A2.10 y A2.11), los % de identidad en los
estados de desarrollo E1 y E3 estuvieron arriba del 80%, y en el estado E2 de 54 %, estos

porcentajes confirman que son similares.
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Upper line: DNAMAN1l, from 314 tco 559
Lower line: DNAMAN2, from 1 to 241

SOMTAmM :180528-022_K14 1A70ZA0171.ab1 (237 pb) Identity=68%

314 CACAAGTITCIGCAACTGACTTAGTTICTAAAATGTCCAACATAATCAATAACCCTARTG
- - R e - hAE AR - - e - .. - -

1 KAAABTCCACTGAAAGGGCATTAGCTICTGIG.TGTC.GTCATAATGTTICCACCCIGTTIG

374 CACCCATCTTICTAGACAGAATACTTAGATTGTITGGGTGTAAGCTCTATCCTATCCATGT

T R - D e

53 CACACTTICTTICTGGAC.GACTACTAAGATTIGTTGGCCGTC. GCTCTATCCTATCCAAGT

434 CTACGAGGGCTATTTCGCCATTATCGTCGTCAAATGGAARAATCATGAACAAAGTGGAAA

Whhh AR hhh bbb bR h hh A e e e e e B

117 CTACTAGGGCTATTICTCCATTATCTCCGTCAAATGGAAARATCGCGATCARAGTGTAAA

494 GGGTTTACGGTTTAACGGAAGAATCTCGTICTTIGGTTCCTCGCGAGGAGGATGGAGTAT

e . - - - e - - - - e e e . - e - - -

177 GGATGTIGGACTITTTAGAARATACCTICTGTITGTGGAACCTIGTGCTTATGATCCAA AT

554 CGTTIGT

- . -

236 CCTGAT

Figura A2.9 Alineamiento de los nucleétidos de SOMT en Argemone mexicanay la secuencia
del fragmento (#8) de SOMT obtenido en raices de plantas en el estado de desarrollo 1 de A.
platyceras. El porcentaje de identidad entre ellos es de 68%, las estrellas marcan la similitud de las
secuencias.

Upper line: DNAMAN1l, from 311 to 554
Lower line: DNAMANZ, from 2 to 235

SOMTAm :180528-022_112_1A70ZA0172.ab1 (232 pb) Identity=54%
311 AAGCACAAGTTTCTGCAACTGACTTAGTTTCTAAAATGTCCAACATAATCAATAACCCTA
- - - -~ - - - R - - - - - - - - - -

ARABTCAAAATCTCGTGATCATCTTICGGT. . . .GAGTCCTICA. . . .TACCTTTCCCTITTIG

~n

371 ATGCACCCATCTTITICTAGACAGAATACTTAGATTIGTTGGGTGTAAGCTCTATCCTATCCA

Y e " - W "

54 TIGCACATTTICTTICITGAC. GACTACARAGATTAAATAGGCGTCGCACAATGG.ATCCA

431 TGTCTACGAGGGCTATTTCGCCATTATCGTCGTCARATGGARAAATCATGAACARAAGTGE

LR L e e - - - - -

112 AGTCTACTTAGGCTATTICTICCATTAACTCCGTCARATGGAATGGTCGCARTAAGGTTAT

491 AAAGGGTTTACGGTTITAACGGAAGAATCTCGTTICTTIGGTTCCTCGCGAGGAGGATGGAG

- - - - - - - R e e RARE . e B

172 AAATTATGTTIGGACTTITITAGAAACTACTCCTIGCTGCGGATCCTTIGTIGCTTCTGATCCAR

5§51 TATC

- -

TTICC

n
w
n

Figura A2.10 Alineamiento de los nucle6tidos de SOMT en Argemone mexicanay la secuencia
del fragmento (#9) de SOMT obtenido en raices de plantas en el estado de desarrollo 2 de A.
platyceras. El porcentaje de identidad entre ellos es de 54%, las estrellas marcan la similitud de las
secuencias.
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Upper line: DNAMAN1, £from 315 to 471
Lower line: DNAMANZ, from 1 to 155

SOMTAm :180528-022_A12_1A70ZA0173.ab1 (238 pb) Identity=86%
31s ACAAGTTICTIGCAACTGACTTAGTITCTAARATGTCCAACATARTCAATARCCCTARTGC

- R . B - B

1 AARARBTGAAATGAACTGGCGTITGCTGCTGAG. TGTCCT .CATARTCGATAACCCTAATGC

375 ACCCATCTITICTAGACAGAATACTTAGATTGTITGGCTGTARGCTCTATCCTATCCATGIC

e I

59 ACCCATCTITTICIGGACAGAATACTTAGATTIGTTGGCTGTARACTCTATCCTATCCATGIC

435 TACGAGGGCTATTTCGCCATTATCGTCGTCARATGGA

o

119 TACGAGGGCTATTTCGTCATTATCTTCGTCARATGGA

Figura A2.11 Alineamiento de los nucle6tidos de SOMT en Argemone mexicanay la secuencia
del fragmento (#10) de SOMT obtenido en tallos de plantas en el estado de desarrollo 3 de A.
platyceras. El porcentaje de identidad entre ellos es de 86%, las estrellas marcan la similitud de las
secuencias

El porcentaje de identidad encontrado entre las secuencias de A. mexicana y A. platyceras
abarca un rango del 50% al 88 %, siendo el valor mas bajo para el amplicén de NCS en
tallos de plantas adultas de A. platyceras. Para los amplicones de TNMT los alineamientos
se realizaron con las secuencias disponibles de este mismo gen en las bases de datos de
Papaver bracteatum, presentando un porcentaje de identidad bajo (de 43%) en la secuencia
comparada de raiz de A. platyceras.

Cabe mencionar que en general, se esperaba encontrar una diferencia en los porcentajes
de similitud debido a que los cebadores empleados para estos amplicones obtenidos de A.
platyceras fueron disefiados para A. mexicana. El analisis de secuenciacion es de suma
importancia para corroborar los resultados moleculares obtenidos en A. platyceras ya que

hasta la fecha no se tiene su genoma de referencia.

En estudios realizados por Ziegler y colaboradores (2006) se compararon 2000 cDNAs
obtenidos de 16 especies de plantas de la familia Papaveracea (orden Ranunculares), y al
secuenciar los nuevos cDNAs con una biblioteca preparada a partir de P. somniferum se
encontré que 69 muestran una mayor expresion en especies que contienen alcaloides
morfinanos y sorprendentemente el gen EST 16B1 (uno de los cDNAs que codifican para

la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos) muestra una mayor expresion en P.
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somniferum y Papaver bracteatum, la secuencia mostré 96% de identidad , por lo que se
demuestra que existen secuencias conservadas de genes entre especies productoras de
alcaloides (Ziegler et al., 2006).. En otro estudio realizado a partir de cultivos celulares de
Thalictrum flavum (Samanani y Facchini, 2004), se aislé un gen de Norcoclaurina sintasa
(NCS). Después de realizar una expresion heterdloga del cDNA de NCS, se produjo una
proteina recombinante con actividad NCS. Se detectdé homologia entre NCS y proteinas
identificadas en el latex de P. somniferum, también, mostré 35% de identidad con la enzima
(HYP1) responsable de la biosintesis de la hipericina naftodioantrona bioactiva en Hierba
de San Juan (Bais et al., 2003).
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