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RESUMEN

Las plantas producen metabolitos secundarios que tienen un gran potencial para la
industria farmacéutica y alimentaria. Por ello se han dirigido muchos esfuerzos a la
extraccién de metabolitos secundario, asi como a la elucidacién de estructuras y a
la determinacion de su actividad biolégica. La identifiacibn de metabolitos
secundarios estd en constante expansion y se les han encontrado diversas
aplicaciones. Particularmente, el cultivo de raices transformadas resulta muy
interesante debido a sus caracteristicas de rapido crecimiento, biosintesis de un
amplio espectro de fitoquimicos, asi como por su estabilidad genética y facilidad de
mantenimiento, que ha permitido su uso para la produccion de metabolitos
secundarios con aplicaciones farmacoldgicas y de alto valor econémico. En la
presente investigacion, los resultados conseguidos en el cultivo de raices
transformadas de Pentalinon andrieuxii (Mdll. Arg.) Hansen & Wunderlin, obtenidas
a partir de hoja, indican que a partir del dia 30 del cultivo se produce 0.432 mg de
acido betulinico/g peso seco, en la condicion de fotoperiodo, condicion idonea para
la incorporacion de elicitores. Con la adicion del elicitor jasmonato de metilo a una
concentracion de 200 uM en el dia 36 de cultivo, las raices transformadas a partir
de hoja producen 0.804 mg de acido betulinico/g peso seco, con el elicitor acido
salicilico a la misma concentracion, se producen 0.358 mg de acido betulinico/g
peso seco; comparando los resultados con los obtenidos en el cultivo control (0.579
mg de acido betulinico/g peso seco) existe una diferencia de +38.8% utilizando
jasmonato de metilo y de -38.1% utilizando acido salicilico. EI mejor tratamiento
durante la elicitacion de raices transformadas a partir de hoja de Pentalinon
andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin fue el jasmonato de metilo a una

concentracion de 200 puM.



ABSTRACT

The plants produce secondary metabolites that have great potential for the
pharmaceutical and food industry. For this reason, many efforts have been directed
to the extraction of secondary metabolites, as well as to the elucidation of structures
and the determination of their biological activity. The identification of secondary
metabolites is constantly expanding and several applications have been found.
Particularly, the cultivation of transformed roots is very interesting due to its fast
growing characteristics, biosynthesis of a broad spectrum of phytochemicals, as well
as its genetic stability and ease of maintenance, which has allowed its use for the
production of secondary metabolites with applications pharmacological and of high
economic value. In the present investigation, the obtained results in the cultivation
of transformed roots of Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin,
obtained from leaf, indicate that from day 30 of the culture, is produced 0.432 mg of
betulinic acid / g dry weight in the condition of photoperiod, ideal condition for the
incorporation of elicitors. With the addition of elicitor methyl jasmonate at a
concentration of 200 uM on day 36 of culture, the roots transformed from the leaf
yield 0.804 mg of betulinic acid / g dry weight, with the elicitor salicylic acid at the
same concentration, they produce 0.358 mg of betulinic acid / g dry weight;
comparing the results with those obtained in the control culture (0.579 mg of betulinic
acid / g dry weight) there is a difference of + 38.8% using methyl jasmonate and -
38.1% using salicylic acid. The best treatment during the elicitation of roots
transformed from the leaf of Pentalinon andrieuxii (Mdll. Arg.) Hansen & Wunderlin

was the methyl jasmonate at a concentration of 200 pM.



INTRODUCCION

La naturaleza presenta mas de 250,000 especies de plantas que son depésito de
probablemente cientos de miles de compuestos de bajo peso molecular llamados
metabolitos secundarios, los cuales son el producto de reacciones quimicas a través
de las que se obtienen los elementos necesarios para el desarrollo e interacciones
de la planta con su ambiente. Algunas plantas producen metabolitos secundarios
gue tienen potencial aplicacion para la industria farmacéutica y alimentaria. Por lo
tanto, en las ultimas décadas se han dirigido muchos esfuerzos a la extraccion de
estos metabolitos, a la elucidacion de sus estructuras y a la determinacion de su
actividad bioldgica. La riqueza de los metabolitos secundarios esta en constante
expansion y encuentran diversas aplicaciones en varios dominios. En la actualidad
existen diversos estudios sobre la planta Pentalinon andrieuxii de la que se estan
aislando metabolitos secundarios de interés farmacoldgico. De los extractos crudos
de hojas de P. andrieuxii se han aislado el acido betulinico, el acetato de acido
betulinico, el éster metilico de acido betulinico y la betulina, mismos que fueron
evaluados por su actividad antiprotozoaria contra Leishmania amazonensis,
Tripanosoma cruzitalahuen y Plasmodium falciparum. El &cido betulinico es un
triterpenopentaciclico de tipo Lupano que se sintetiza a partir de la ruta del
mevalonato y se encuentra presente en muchas especies de plantas; se reporta que
posee propiedades medicinales contra la malaria y presenta actividad anti-VIH,
antibacteriana, antifangica, antiplasmodial y anti-inflamatoria. También se ha
reportado que el acido betulinico inhibe el crecimiento de células cancerigenas, sin
afectar a las células normales (Dominguez-Carmona et al., 2010; Moghaddam et
al., 2012). En los ultimos afios, existe un gran interés en realizar cultivos de raices
transformadas, con la finalidad de emplearlos para la produccién de metabolitos
secundarios con aplicaciones farmacolégicas y de alto valor econdémico. El
desarrollo de cultivo de tejidos vegetales, en conjunto con el uso de técnicas de
elicitacion de metabolitos secundarios, constituye una alternativa biotecnoldgica al
cultivo de plantas completas para la obtencién de productos valiosos (fitoquimicos).
Entre los sistemas de cultivo de tejidos vegetales frecuentemente considerados

para la produccién de metabolitos secundarios se tienen: suspensiones celulares,



células inmovilizadas artificialmente y cultivo de raices transformadas o raices
pilosas (“Hairy-roots”), este ultimo sistema es de interés particular debido a sus
propiedades de rapido crecimiento, de biosintetizar un amplio espectro de
fitoquimicos, asi como por su estabilidad genética y facilidad de mantenimiento.
Utilizando como modelo de estudio raices de Pentalinon andrieuxii transformadas
con la cepa bacteriana ATCC15834 de A. rhizogenes, el objetivo de este proyecto
es evaluar una condicion de crecimiento (fotoperiodo) y la adicion de elicitores

guimicos, sobre la produccion de acido betulinico.
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1. Antecedentes
1.1. Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin

La familia Apocynaceae cuenta con plantas anuales o perennes, principalmente
hierbas erectas o trepadoras, algunos arboles y arbustos, la mayoria de los
integrantes estan provistos de lactiferos constituidos por células individuales o
ramificadas que producen un latex lechoso, rojizo o transparente, el cual contiene
glucosidos y alcaloides, algunas especies son utilizadas como veneno, otras como
plantas de ornato y algunas mas como medicinales. Dentro de esta familia se
encuentra el género Pentalinon, el cual cuenta con dos especies: Pentalinon luteum

y Pentalinon andrieuxii (Juarez-Jaimes et al., 2007).

La clasificacién botanica de la especie es:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Gentianales
Familia Apocynaceae
Subfamilia Apocynoideae
Género Pentalinon

Epiteto especifico andrieuxii
Autor de nombre (Mdll. Arg.) B.F. Hansen & Wunderlin, 1986
Nombre cientifico Pentalinon andrieuxii (Mill. Arg.) B.F. Hansen & Wunderlin, 1986

Fuente: Herbario Nacional URN: catalog: IBUNAM: MEXU: PA898750

1.1.1 Descripcion botanica

Hierba trepadora de hasta 7 m de largo con latex lechoso; tallos subcilindricos,
glabros, glabrescentes o0 diminutamente puberulentos. Hojas opuestas,
membranéaceas elipticas a ovado-elipticas, de hasta 10 cm de largo y hasta 6 cm de
ancho, apice acuminado, base redondeada, glabras o glabrescentes en el haz con

las nervaduras primarias y secundarias apenas visibles, envés glabro a aspero-
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pubérulo, con caracteristico aspecto ampollado-reticulado, eglandulares con las
nervaduras primarias y secundarias conspicuas. Inflorescencias glabras o
glabrescentes; pedicelos de 1.6 a 4.1 cm; bracteas diminutas de hasta 1.5 mm de
largo. Flores con los sépalos lanceolados, de hasta 6 mm de largo, con el apice
acuminado; la corola verde-amarilla o amarilla, tubular a campanulada de hasta 5
cm de largo; anteras aglutinadas a la parte superior del estilo. Fruto compuesto de
2 foliculos, angostamente teretes, de hasta 30 cm de largo y 7 mm de diametro.

Semillas apicalmente comosas (Méndez-Gonzélez et al., 2012). (Figura 1).

Figura 1. Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin, cultivadas en los
terrenos del CICY.

1.1.2. Distribucion geogréfica
En México se puede encontrar en los estados de Campeche, Chiapas, Hidalgo,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz, y

Yucatan (Figura 2).



Figura 2. Distribucién geografica en México de Pentalinon andrieuxii. Imagen tomada de
Global Biodiversity Information Facility, 2019.

1.1.3. Usos

Es usada en la medicina tradicional maya en la Peninsula de Yucatan para el alivio
de disturbios nerviosos y dolor de cabeza utilizando el latex; contra las mordeduras
de serpientes, se aplica directamente a la parte afectada un extracto que resulta de
masticar la raiz o las hojas frescas. También ha sido utilizada para contrarrestar la
enfermedad causada por la Leishmania mexicana, conocida como leishmaniosis
cutanea 0 “ulcera de los chicleros” (Chan-Bacab et al., 2003; Melchor et al., 2005).
La leishmaniosis pertenece al grupo de enfermedades tropicales causadas por
parasitos protozoarios, los cuales entran en las células del sistema inmunoldgico
por la picadura de una mosca infectada, causando lesiones desfigurantes en la piel,
0 en Organos internos, asi como infecciones letales. Esta enfermedad afecta a mas
de 20 millones de personas en todo el mundo y es ahora endémica a 88 paises en
5 continentes (Getti et al., 2009). En la medicina tradicional se recomienda el uso
de una infusién de las raices frescas de P. andrieuxii para lavar las lesiones y la
utilizacién de las raices secas pulverizadas para aplicarlas sobre las lesiones

después del lavado (Chan-Bacab et al., 2003).



1.1.4. Investigaciones quimicas recientes.

A la fecha se han logrado aislar trinorsesquiterpenoides (urechitol A y B) del extracto
de laraiz de P. andrieuxii. Las estructuras se identificaron mediante la interpretacion
de datos espectroscopicos. La estereoquimica del urechitol A, fue confirmada a
través de un estudio de cristalografia de rayos X. Este es el primer informe sobre el
aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios con el esqueleto de
trinorsesquiterpenoide (Yam-Puc et al., 2009) y el aislamiento de dos derivados

esteroidales a partir del extracto de raiz de P. andrieuxii (Yam-Puc et al., 2012b).

De las raices de esta planta se han aislado metabolitos secundarios como esteroles,
cumarinas y triterpenoides, derivados de pregnano, acido betulinico y dos terpenos
de estructura quimica inusual denominados: urechitol A y urechitol B (Dominguez-
Carmona et al., 2010; Yam-Puc et al., 2012b; Yam-Puc et al., 2009).

En los extractos crudos de hojas se han aislado acido betulinico, acetato de acido
betulinico, éster metilico de acido betulinico y la betulina, que fueron evaluados por
su actividad antiprotozoaria contra la Leishmania amazonensis, Tripanosoma
cruzitalahuen y Plasmodium falciparum. EI &cido betulinico es un
triterpenopentaciclico de tipo Lupano que se encuentra presente en muchas
especies de plantas, y se reporta que posee propiedades medicinales contra la
malaria, asi como que presenta actividad anti-VIH (Virus de la Inmunodeficiencia
Humana), antibacteriana, antifingica, antiplasmodial y anti-inflamatoria. Se ha
reportado que el acido betulinico inhibe el crecimiento de células cancerigenas sin
afectar a las células normales (Dominguez-Carmona et al., 2010; Moghaddam et
al., 2012).

Recientemente se estudio el efecto de los extractos de hexano de la raiz sobre los
parasitos y células huésped de la enfermedad leishmaniosis cutanea causada por

Leishmania mexicana en condiciones in vitro (Lezama-Davila et al., 2014).

1.1.5. Investigaciones bioquimicas y moleculares recientes
La mayoria de los trabajos reportados estan enfocados hacia el andlisis fitoquimico,
pero recientemente en el grupo de investigacién del Dr. Gregorio Godoy, de la

Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del Centro de Investigacion



Cientifica de Yucatan, se ha logrado establecer protocolos para la regeneracion de
plantas a partir de explantes de raices, hipocadtilos y hojas, utilizando como un
regulador de crecimiento al thidiazurén (TDZ) (Acosta-Martin, 2012), asi como,
cultivos de raices normales y regeneracion de plantas utilizando como reguladores
de crecimiento al acido indolbutirico (AIB) y al acido naftalenacético (ANA)
(Gongora-Sanchez, 2012). También se ha logrado la induccion de raices
transformadas utilizando la cepa ATCC15834 de Agrobacterium rhizogenes, la
caracterizacion del crecimiento de las lineas de raices transformadas y la
cuantificacion de la produccion de &cido betulinico, asi como la evaluaciéon del uso
de elicitores quimicos sobre su produccion a escala de matraz (Sandoval-Antinez,
2014).

Otro trabajo realizado fue la regeneracion de plantas a partir de raices
transformadas probando el efecto del regulador de crecimiento TDZ en un rango de
0-25 uyM con la cepa ATCC15834 de Agrobacterium rhizogenes (Canul-Ek, 2014).

También se ha reportado la transformacion transitoria de la especie via
Agrobacterium tumefaciens (Yam-Puc et al., 2012a). Burgos-May, 2015 realiz6 un
trabajo sobre la transformacién genética de P. andrieuxii con un vector de expresion
(pCAMBIA 23101) portando el gen truncado de la HMGR (3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase) de Arabidopsis thaliana y el gen reportero
GUS, estableciendo por primera vez un protocolo de transformacién estable para la
especie via A. tumefaciens, donde se regeneraron plantas en las que se detectd por

PCR la presencia del transgén 35S::HMGR en 5 lineas de P. andrieuxii.

Por otro lado, Llanes-Cocom (2015), realizdé la identificacibn de metabolitos
secundarios a partir de raices transformadas, observando tres grupos de
metabolitos: una mezcla de esteroles, una mezcla de 4cidos grasos y sus derivados
y el acido betulinico como producto mayoritario. Ademas, realizando una
comparacion de perfiles cromatograficos, demostré que tanto el acido betulinico,
como la mezcla de acidos grasos y de esteroles, si bien presentes en el extracto de
las hojas de P. andrieuxii sin transformar (control), estan en mayor cantidad en las

hojas de plantas transformadas.

10



Hiebert-Giesbrecht (2015), en su trabajo sobre la variacién espacio-temporal de
terpenoides como el acido betulinico y urechitol A en plantas silvestres jovenes y
adultas de P. andrieuxii, encontré que el acido betulinico sélo se detect6 en hojas y

el urechitol A en raices de plantas adultas.

Cano-Tun et al., 2016 al trabajar con tres lineas de raices transformadas con
Agrobacterium rhizogenes (ATCC15834 RFP) provenientes de explantes de hojas,
hipocoétilos y raices de Pentalinon andrieuxii, reportd que el urechitol no se encontro
en ninguna de las tres lineas, en las que si logré identificar acido betulinico. Lo
anterior, contrasta con los resultados obtenidos a partir de plantas regeneradas a
partir de raices transformadas obtenidas a partir de hipocaétilo por Ramirez-Albores
(2016) y las obtenidas a partir de hojas por Jiménez-Aguilar (2016) via la cepa
Agrobacterium rhizogenes ATCC15834, quienes reportan la presencia de urechitol
en todas las raices de plantas regeneradas de diferentes edades, mientras que solo

en 1 de 10, lograron detectar acido betulinico en las hojas (Cano-Tun et al., 2016).

En el trabajo realizado por May-Mendoza en 2016, se logr6 el establecimiento de
lineas de cultivo de raices transformada a partir del explante de hoja infectados con
una cepa de Agrobacterium rhizogenes ATCC15834, estableciéndose 9 lineas de
cultivo de raices que expresan el gen marcador de la proteina roja fluorescente
(ATCC15834 RFP).

1.2. Isoprenoides

Los isoprenoides son moléculas esenciales sintetizadas por todos los organismos y
la mayor diversidad de estos compuestos se presentan en las plantas. También son
conocidos como terpenoides cuya férmula quimica general es (CsHs) n, constituyen
el grupo mas numeroso de metabolitos con mas de 80,000 moléculas diferentes
(Christianson, 2017). Entre los metabolitos primarios se encuentran hormonas
(giberelinas, acido abscisico y citocininas), carotenoides, clorofilas, plastoquinonas
(fotosintesis), ubiquinonas (respiracion) y esteroles (de gran importancia en las
estructuras de membranas). Los terpenoides pueden conjugarse con estructuras

moleculares derivadas de otras vias bioquimicas para formar grupos adicionales de
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metabolitos secundarios. Por ejemplo, las unidades de isopreno se transfieren a

compuestos fenolicos para obtener fendlicos prenilados.

Los terpenos se clasifican en funcion del nimero de unidades de isopreno en su
estructura (LOpez et al., 2012) (Tabla 1), los monoterpenos, que constan de dos
unidades de isopreno (C10), los sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos
(C30) y los tetraterpenos (C40), formados a partir de tres, cuatro, seis y ocho
unidades de isopreno, respectivamente (Charles, 2003). Son de gran importancia
debido a sus propiedades biolégicas como anti-inflamatoria, anti-microbiana, anti-
carcinogénica, anti-ulcerosa, anti-protozoaria, anti-micotica, entre otras (Withers &
Keasling, 2007; Pan et al., 2012; Pandreka et al., 2015).

Tabla 1. Clasificacion de los terpenos en funcion del namero de unidades de
isopreno en su estructura.

Nombre No. De unidades | No. De atomos | Ejemplos
de isopreno de carbono
Hemiterpenos 1 5 -
Monoterpenos 2 10 Mirceno
Sesquiterpenos 3 15 Artemona
Diterpenos 4 20 Paclitaxel
Triterpenos 6 30 Escualeno
Tetraterpenos 8 40 Licopeno
Poliisoprenos >8 >40 Hule

1.2.1. Laregladeisopreno

La regla de isopreno, propuesta por Wallach en 1887, define a los terpenoides como
productos quimicos que contienen un esqueleto de carbono formado por la union
de unidades de isopreno. El isopreno, el "componente basico” de los terpenoides,
es 2-metilbuta-1,3-dieno. Si observamos el 2-metilbutano original, podriamos
considerar que la molécula se asemeja a un renacuajo nanoscalar con una "cabeza"
en el extremo ramificado de la molécula, y el otro extremo, por lo tanto, constituye
la "cola". En principio, dos unidades de isopreno podrian unirse cabeza con cabeza,
cola con cola o cabeza con cola. Con mucho, la fusion mas comun es de la cabeza

a la cola.
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En la Figura 3, se muestra dos unidades de isopreno que se unen de la cabeza a la
cola para producir una columna vertebral monoterpenoide. Ocasionalmente, ocurre
un acoplamiento cola-cola. Esta es una caracteristica de los esteroides y
carotenoides. En ambas clases, hay una fusién de cola a cola exactamente en el
centro de la columna vertebral, la otra se une al tipo de cabeza a cola. La hipotética

fusion de cabeza a cabeza no ocurre.

“Cabeza”

.ICabeza)\/ F—"\)\/

llcolall
ncola"

PN

Figura 3. Formacién del esqueleto monoterpeno (Modificado de Charles, 2003)

1.2.2. Biosintesis

Los terpenos se forman a través de uniones biologicas de unidades bioldgicas de
isopreno. La union de dos monémeros de acuerdo a la Regla Isoprénica de Wallach
pueden dar el precursor pirofosfato de geranilo (GPP). Los terpenos irregulares,
tales como el acido crisantémico de las piretrinas, no siguen esta regla. El
pirofosfato de geranilo es precursor de los monoterpenos. La incorporacion de otra
unidad isoprénica da como producto el farnesil pirofostado (FPP), precursor de los
sesquiterpenos. Una unidad mas forma el geranilgeranilo pirofosfato (GGPP), el
cual es el compuesto base para formar diterpenos. El escualeno, precursor de
triterpenos y esteroides, se forma por la dimerizacion de dos unidades de FPP,
mientras que el fitofluoeno, compuesto base para los carotenoides, se obtiene de
manera homologa por dimerizacion del GGPP. Los politerpenos se forman por
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uniones isoprénicas multiples y repetitivas, y por regla general, no presentan

ciclizaciones (Charles, 2003).

1.3. Rutas biosintéticas

Todos los terpenoides (también conocidos como isoprenoides) se derivan de dos
unidades bésicas, el isopentenil difosfato (IPP) y su isémero dimetil-alil difosfato
(DMAPP). En las plantas, estos precursores se sintetizan por dos vias que operan
en diferentes compartimentos celulares. La via mevalonica, presente en el
citoplasma y la via del 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP), que esta confinada a los

plastidos (Leén & Guevara-Garcia, 2007).

1.3.1. Via mevaldnica

La via mevalonica (MVA) se caracterizé hace casi 50 afios y por mucho tiempo se
le consideré como la via universal para la sintesis de IPP y DMAPP. Esta via inicia
a partir de la condensacion de dos moléculas de acetil-coenzima A (CoA) por la
accion de tres enzimas que producen acido mevalonico, que es el primer
intermediario comprometido de esta via y de donde deriva su nombre. A través de
tres enzimas adicionales el 4cido mevalonico es convertido a IPP. Finalmente, la
enzima IPP isomerasa (IDI) utiliza este compuesto como sustrato para producir
DMAPP. De los multiples estudios bioquimicos, genéticos y moleculares de la via
mevaldnica, destaca la identificacion de la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA
reductasa (HMGR) que es uno de los pasos limitantes de la ruta. La HMGR esta
codificada por una familia de genes cuyo namero varia en diferentes especies. Estos
genes estan sujetos a una regulacion compleja, incluyendo expresion tejido
especifica y por mdltiples sefiales ambientales. Sin embargo, la caracterizacién
bioquimica de la enzima HMGR es aun limitada, entre otras cosas, debido a lo dificil
de su purificacién. Tal vez uno de los logros mas importantes de los estudios
clasicos de la via MVA es el desarrollo de inhibidores de la actividad de la enzima
HMGR (Figura 4; Leon & Guevara-Garcia, 2007).
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Figura 4. Ruta biosintética mevalonica. (AcCoA,; Acetil CoA, AAC0AS; acetoacetil-CoA
tiolasa, AcAcCoA; acetoacetil-CoA, HMG-CoAs; HMG-CoA sintasa, HMG-CoA; 3-
hidroxi-3 metil-glutaril CoA, HMGCoAR; HMG—-CoA reductasa, MVA; Mevaldehido,
MEV; acido mevalénico, MEVK; mevalonato cinasa, PMK; fosfomevalonato cinasa,
MEV-PP; MDD; Mevalonato 5-difosfato descarboxilasa, IPP; isopentenil pirofosfato,
IPPI; difosfato de isopentenilo isomerasa, DMAPP; dimetil-alil difosfato)

1.3.2. Via del 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato (Via MEP)

El primer paso de la via MEP condensa el piruvato y el GA3-P a través de la enzima
1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), produciendo el producto 1-desoxi-D-
xilulosa 5-fosfato (DXP). En el segundo paso biosintético, el DXP es convertido a
2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), por la accién de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa
5-fosfato reducto isomerasa (DXR). Este paso se postula como el primer
intermediario comprometido de la via, ya que el DXP en bacterias también se utiliza
como precursor en la sintesis de las vitaminas B6 y B1. Sin embargo, estudios
recientes en plantas sugieren que estas vitaminas son sintetizadas a través de una
ruta biosintética no relacionada. En los pasos subsecuentes de la via, el MEP es
transformado en 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato (HMBPP) por la accion
consecutiva de las enzimas 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 4-fosfato sintasa
(CMS), 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 4-fosfato cinasa (CMK), 2C-metil-D-eritritol
2-4 difosfato sintasa (MCS) y 2C-metil-D-eritritol ciclo difosfato sintasa (HDS). En el
ultimo paso de la via, la enzima 1-hidroxi-2-metil-butenil 4-difosfato reductasa
(HDR), convierte el 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato (HMBPP) en
isopentenil difosfato (IPP) y dimetil-alil difosfato (DMAPP), que son los productos
finales de esta ruta biosintética. La funcionalidad de varios de estos genes fue
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demostrada a través del rescate de mutantes de bacterias. En el caso de la via
MEP, se ha demostrado que la enzima HDR es capaz de sintetizar una mezcla de
IPP y DMAPP, en una relacion 1:5, lo que constituye una diferencia con la via MVA,
donde existe una enzima responsable para dicha conversién (Figura 5; Lebén &
Guevara-Garcia, 2007).
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Figura 5. Ruta biosintética MEP o Via del 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato. (Pyr; pirofosfato,
G3P; gliceraldehido 3 fosfato, DXS; 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa, DXP; 5-fosfono-
1-desoxi-D-xilulosa, DXR; 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reducto isomerasa, MEP; 4-
fosfono-2-C-metil-D-eritritol, CMS; 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 4-fosfato sintasa,
CDP-ME; 4-(CDP)-2-C-metil-D-eritritol, CMK; 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 4-fosfato
cinasa, CDP-MEP; 4-difosfocitidil-2C metil eritritol 2-fosfato, MCS; 2C-metil-D-eritritol 2-4
difosfato sintasa, MEcPP; 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclofosfato, HDS; 2C-metil-D-eritritol
ciclo difosfato sintasa, HMB-PP; pirofosfato de 4-hidroxi-3-metil-but-2-enilo, HDR; 1-
hidroxi-2-metil-butenil 4-difosfato reductasa, IPP; isopentenil difosfato, DMAPP; dimetil-alil
difosfato)

1.3.3. Triterpenos pentaciclicos

Los triterpenoides pertenecen a una clase grande y estructuralmente diversa de
productos naturales que ocurren abundantemente en el reino vegetal,
especialmente en plantas superiores en los casos de triterpenos pentaciclicos y
tetraciclicos, mientras que los triterpenos mono, bi y triciclico prevalecen en los

helechos y las plantas sin flor (criptbgamas) (Ghosh, 2016).
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Los triterpenos pentaciclicos son conocidos por la variedad de actividades
farmacéuticas, como antiinflamatorio, hepatoprotector, anticancerigeno,
antihiperlipidémico, antidiabético, antioxidante y antimicrobiano. Los triterpenos
pentaciclicos se clasifican cominmente como friedelano, gammacerano, hopano,
lupano, oleanano, serratano, taraxastano y ursano. Lupano, oleanano y ursano, son
las tres clases principales de triterpenos pentaciclicos ampliamente distribuidos en
las plantas. Los ejemplos de los triterpenos pentaciclicos de tipo lupano de origen
vegetal son acido betulinico, bacosina, bevirimat, &cido melalelcico, acido
cilicodiscdlico, calenduladiol, glocidonol, etc. Entre estos, el acido betulinico,
bevirimat y bacosina, son bien conocidos por sus actividades farmacoldgicas, que

incluyen actividades contra el cancer, anti-VIH y anti-hiperglucémico (Ghosh, 2016).

El 2,3-oxidoescualeno es un intermediario biosintético comun para triterpenos,
esteroles y hormonas esteroides vegetales. El paso inicial de diversificacion en la
ruta de triterpeno / esterol es catalizado por una familia de enzimas, conocidas como
oxidoescualeno ciclasas (OSC), que pueden convertir el 2,3-oxidoescualeno en una
variedad de triterpenos ciclicos. Las OSC pueden generar una gran cantidad de
triterpenos tetraciclicos a partir de 2,3 S -oxidoscualeno a través de dos principales

carbocationes intermedios (Ghosh, 2016).

En la Figura 6 se destaca la conversiéon mediada por oxidoescualeno ciclasa de 2,3-
oxidoscualeno en diversos esqueletos de triterpeno. Las oxidoescualeno ciclasas
se abrevian como, FRS (friedelin sintasa), LUP (lupeol sintasa), BAS (B-amirina
sintasa), MOSC (multifuncional oxidoescualeno ciclasa). SSL y SHC denotan

escualeno sintasa y escualeno hopene ciclasa, respectivamente (Ghosh, 2016).

17



Acetyl-CoA

S
=
m rd
= Acido mevaldnico
o
‘0
3
s Difosfomevalonato
1)
\; \\
\
\A
Dimetilalil Pirofosfato _— Isopentenil Pirofosfato

(C5) (€5)

!

SSL Farnesil Pirofosfato
Alga botryococcus P (C15)

. Escualeno SHC Hopanoides
Derivados del escualeno R (c30) =5 bacterianos

2,3- Oxidoescualeno

—» Sesquiterpenos

(c30)

FRS MOSC

LUP BAS MOSC

Friedelin Taraxasterol

Lupeol B- Amyrin o- Amyrin
T
Oleanano Taraxerano
Triterpenos pentaciclicos

Figura 6. Produccidn de triterpenos pentaciclicos a partir de 2,3 oxidoescualeno (tomado y editado
de Ghosh, 2016). SSL; escualeno sintasa, SHC; escualeno hopano ciclasa, FRS; friedelin sintasa,
LUP; lupenol sintasa, BAS; B-amirina sintasa, MOSC; multifuncional oxidoescualeno ciclasa.
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La cicloartenol sintasa de A. thaliana (AtCAS1) fue el primer gen OSC clonado de
una especie vegetal (Corey et al., 1993). AtCAS1 se identifico a través del cribado
de la actividad CAS de una biblioteca de expresion de cDNAs de A. thaliana en un
mutante de levadura (Saccharomyces cerevisiae) que acumula 2,3-oxidoescualeno
debido a la mutacion del gen de sinesina lanosterol (LAS). La actividad de LAS, un
OSC, se requiere para la biosintesis de lanosterol, un precursor de ergosterol en
levadura y otros hongos. La ciclacién de 2,3-oxidoescualeno en cicloartenol
mediada por CAS se considera como el primer paso comprometido, asi como el
principal contribuyente para la biosintesis de fitoesteroles esenciales (por ejemplo,
campesterol, B-sitosterol y estigmasterol) y hormonas esteroides (BR) en plantas.
La identificacion de LAS sugiri6 un posible papel del lanosterol como precursor de
esterol/triterpeno en plantas (Suzuki et al., 2006; Ohyama et al., 2009), aunque su
contribucién a la biosintesis y la fisiologia de fitosteroles mayores podria ser menor
(Gas-Pascual et al., 2014). Después de la identificacion de AtCAS1 se clonaron
otras OSCs de plantas, la mayoria siguiendo una estrategia basada en homologia
de secuencias en bases de datos y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
usando cebadores degenerados. Estos esfuerzos condujeron al descubrimiento en
diversas plantas de varios OSCs que pueden convertir el 2,3-oxidoescualeno en
productos distintos al cicloartenol, como la amirina, el lupeol, el cucurbitadienol, el

mineral, entre otros (Figura 6).

1.3.3.1 Acido betulinico

El acido betulinico (Figura 7) (acido 3B-hidroxi-lup-20 (29) -en-28-oico) es un
triterpeno pentaciclico de origen natural con una amplia variedad de actividades
biolégicas, que incluyen potentes propiedades antitumorales. Se aisla
principalmente un triterpenoide con interesantes actividades farmacolégicas, se ha
extraido de una amplia gama de especies de plantas, que van desde plantas
carnivoras como Sarracenia flava (Sarraceniaceae) (Kingston & Munjal, 1978) hasta
arboles y arbustos como Diospyros spp. (Ebenaceae), Inga punctata (Fabaceae),
(Trumbull et al., 1976) Ziziphus spp. (Rhamnaceae), Vauquelinia corymbosa
(Rosaceae), (Eiznhamer & Xu, 2004) y Syzygium spp. (Myrtaceae) (Cichewicz &
Kouzi, 2004) y (Chen et al., 2009 a).
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Figura 7. Estructura del &cido betulinico

Tanto el acido betulinico como la betulina (compuesto triterpenoide), se extienden
ampliamente por todo el reino vegetal. Cuantitativamente, la betulina se extrae en
cantidades mayores que el acido betulinico (Cichewicz & Kouzi, 2004), (Alakurtti et
al., 2006). Los abedules de corteza blanca (especie Betula) son una fuente comun
de materia prima para la extraccion de betulina con un rendimiento del 20% en peso
seco (Yogeeswari & Sriram, 2005; Rzymowska, 1998). Se sabe que white birch
(Abedul blanco) tiene una amplia variedad de aplicaciones medicinales; crece en
una amplia variedad de condiciones. Los componentes del abedul tienen
propiedades antirreumaticas, estimulantes, astringentes, antihelminticas, colagogas
y diaforéticas, y se usa para tratar diversos problemas estomacales e intestinales
por parte de los rusos y los nativos americanos (Kwon et al., 2003). Inonotus
obliqguus (Chaga mushroom), un hongo parasito en los abedules, se utiliza en la
medicina folclorica tradicional para la terapia del cancer; contiene altos niveles de
acido betulinico y botulina (Csuk R. , 2014). Johann Tobias Lowitz (1788) fue el
primero en aislar e identificar el acido betulinico de la corteza exterior de los
abedules de corteza blanca. El encontré que el &cido betulinico era un constituyente
importante (Alakurtti et al., 2006). En la Tabla 2, se muestra las plantas que son

utilizadas para aislar acido betulinico.
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Tabla 2. Plantas donde se ha identificado el &cido betulinico (tomado y editado de
(Ali-Seyed et al., 2016 y Moghaddam et al., 2012).

Quisqualis fructus
Coussarea paniculata

Caesalpinia
paraguariensis
Vitex negundo

llex macropoda
Combretum
guadrangulare
Tetracera boiviniana
Zizyphus joazeiro

Uapaca nidida

Syzrgium claviflorum
Berlina grandiflora
Jacaranda mimosaefolia

llex pubescens var.
glabra.

Pneumatophores of
Avicennia marina
Ficus lutea

Avicennia officinalis
Eucalyptus globules
Calophyllum brasiliense
Clusia ellipticifolia
Eucalyptus globules
Physocarpus intermedius

Malaysian Callistemon
specious D. E
Melaluca cajuputi

Argania spinosa
Pentalinon andrieuxii

Anemone raddeana
Doliocarpus schottianus
Tovomita krukovii

Chaenomeles lagenaria
Berlinia grandiflora
Ancistrocladus
heyneanus

Diospyros leucomelas
hojas de Syzrgium
claviforum

Sarracenia flava

Ficus lutea Vahl
Dorstenia convexa.
Rhaphidophora
hongkongensis
Gladiolus segetum

Anemone tomentosa
Hyptidendron canum

Eucalyptus globulus
Amoora cucullata
Bischofia javanica
Syncarpia glomulifera
Uapaca nitida
Paeonia japonica,
Paeonia lactiflora and
Paeonia suffruticosa
Bacopa monniera

Tephrosia calophylla

Clusia nemorosa L.
Uapaca species

Vietnamita  Orthosiphon
stamineus

Eucalyptus
camaldulensis
Physocarpus
intermedium
Tetracentron sinense
Syncarpa glomulifera

Ziziphus spp.,
Vauquelinia corymbosa
Syzygium spp
Diospyros spp., Inga
punctate

Ipomea pescaprae
Forsythia suspensa
Peltophorum africanum
betuale cortex, Betula
pendula

Rosae pseudofructus
cum/sine fructibus, Rosa
canina

Platanus orientalis

Betula platyphylla

Cratoxylum arborescens
Betulae cortex Outer
Nerium oleanderand
Engelhardtia serrata
Orthosiphon stamineus
Vochysia divergens

Paeonia lactiflora

Ligustrum lucidum ,
Ligustrum pricei ,
Ligustrum sinensis
Dillenia indica
Saussurea lappa
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En la Tabla 3 se muestra el contenido de acido betulinico que se ha determinado y
cuantificado en diferentes especies de plantas en su estado silvestre.

Tabla 3. Contenido de &cido betulinico (adaptada de Jager et al., 2009).

Platanus acerifolia 24 .4 mg/gps* Galgon et al., 1999
Doliocarpus schottianus 20.6 mg/gps Oliveira et al., 2002
Betula pendula 18.6 mg/gps Zhao et al., 2007
Rosmarinus officinalis L. 15.3 mg/gps Razborsek et al,
Betula alba 5-13 mg/gps Egggczyk et al., 2006
Eucalyptus spp 8.4 mg/gps Siddiqui et al., 2000
Lavandula angustifolia (hojas) 1.3 mg/gps Gotfredsen, 2009
Lavandula angustifolia (flores) 1.2 mg/gps Gotfredsen, 2009
Arctostaphylos uva-ursi 1.2 mg/gps Gotfredsen, 2009
Nerium oleander 1.1 mg/gps Fu et al., 2005

Pentalinon andrieuxii (silvestre) 0.5 a 0.9 mg/gps Hiebert-Giesbrecht,
2015

*miligramos por gramos de peso seco.

1.4. Cultivo de tejidos vegetales

Cultivo de tejidos vegetales es un término amplio que se refiere al cultivo de
cualquier parte de una planta (células, tejidos u 6rganos) en medios artificiales, en
condiciones asépticas y en ambientes controlados. Este conjunto de técnicas surgi6
como un enfoque experimental para demostrar la teoria celular, que establece que
todos los organismos vivos estan constituidos por células, las unidades basicas de
estructura y reproduccion, y también el concepto de totipotencia, que se define como
el potencial genético de una célula para generar un organismo multicelular
completo. (Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2018). Los sistemas experimentales
basados en el cultivo de células y tejidos vegetales se caracterizan por el uso de
partes aisladas de las plantas llamados “explantes”, que se mantienen en un medio
nutritivo adecuado normalmente bajo condiciones asépticas. Algunas excepciones

a la condicién de asepsia, son los experimentos relacionados a problemas de
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fitopatologia, en los que la influencia de microorganismos sobre parametros

fisiologicos o bioquimicos de las células vegetales o tejido vegetal son investigados.

En comparacion con el uso de plantas completas, la principal ventaja de estos
sistemas es un control mayor de los factores quimicos y fisicos del medio, que se
logra mantener constante a bajos costos. Sin embargo, algunas dificultades y
limitaciones surgen al extrapolar los resultados basados en el cultivo de tejidos o
células, a la interpretaciéon de los fenbmenos que ocurren en una planta completa
durante su desarrollo, siempre hay que tener en cuenta que los cultivos de tejidos
son solo sistemas modelo, con todas las caracteristicas positivas y negativas
inherentes a este tipo de montajes experimentales. Para ser realistas, una
duplicaciéon directa de condiciones in situ en los sistemas de cultivo de tejidos
todavia no es posible incluso en la actualidad. Sin embargo, la organizacion del
sistema genético y de las estructuras celulares basicas son esencialmente las
mismas, por lo tanto, los cultivos de tejidos de plantas superiores son sistemas

modelo adecuados para investigaciones fisioldgicas o bioquimicas.
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Figura 8. Presentacion esquematica de las principales areas en el cultivo de células y tejidos
vegetales resaltando algunos de sus campos de aplicacion (Modificado de Neumann et al., 2009).

En términos préacticos, se pueden distinguir basicamente cinco areas de trabajo en

el cultivo de tejidos celulares: 1) Cultivo de meristemos (con la subsecuente
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formacion de raices), 2) Formacion de callos (tejido indiferenciado sobre el que
puede inducirse, brotes y embriogénesis somatica), 3) Suspensiones celulares
(sobre los que puede inducirse embriogénesis y escalar el cultivo a biorreactores),
4) Cultivo de protoplastos (que pueden tratarse como cultivos celulares y 5) Cultivo

de anteras/microsporas (para la generacion de individuos haploides) (Figura 8).

1.5. Cultivo de raices
1.5.1. Raices normales

Los cultivos de raiz pueden ser establecidos a partir de puntas de la raiz primaria o
laterales de muchas plantas. Los explantes adecuados son pequefias secciones
gue llevan el meristemo de la raiz. Dichos explantes se pueden obtener, por
ejemplo, a partir de semillas germinadas en condiciones asépticas. Si los
meristemos de las raices pequefias continGan con el crecimiento normal en un
medio adecuado, producen un sistema de raices que consiste solamente de raices

primarias y laterales (George, 2008).

Los explantes de raices por lo general pueden ser cultivadas en medios
relativamente simples, tales como el de White (1954) que contiene 2% de sacarosa.
Para cultivo de raices los medios liquidos son preferibles, ya que su crecimiento en
un medio solido o semisdlido es mas lento. Probablemente porque las sales estan
menos disponibles para las raices y la disponibilidad de oxigeno puede ser

restringida (George, 2008).

Para algunas especies, los cultivos de raiz pueden ser una fuente conveniente de
material para la micropropagacion de plantas, pero solo son utiles para obtener
brotes para micropropagacion. Existen varias formas en que esto se puede lograr,
aunque es es un hecho que es eficaz para tan so6lo un pequefio numero de géneros
de plantas, que por si mismas tienen una tendencia natural para producir brotes

sobre raices enteras o cortadas a través de:

e Brotes adventicios directos.

e Brotes o embriones procedentes de callos de raiz.

e Por la conversion de los meristemos de raiz a meristemos de brotes.
(George, 2008)
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1.5.2. Raices transformadas o pilosa

Es un tipo de cultivo de tejido vegetal que se utiliza para estudiar procesos
metabdlicos de plantas o para producir metabolitos secundarios valiosos o proteinas
recombinantes, en combinacion con la ingenieria genética vegetal. Las ventajas con

las cuales se obtiene al utilizar este tipo de cultivo de tejido son:

e Las raices peludas tienen una velocidad de crecimiento rapida.

e Son genéticamente estables.

e Son relativamente simples de mantener en medios libres de fitorreguladores.

e Proporcionan una fuente continua de metabolitos secundarios.

(Stiles & Liu, 2013)
Las raices peludas son tejidos neoplasicos que se desarrollan como resultado de la
expresion de los genes rol y los genes aux (iaaM y iaaH) de Agrobacterium
rhizogenes transformados en genoma de la célula huésped después de la infeccion
con esta bacteria Gram- negativa (Skarjinskaia et al., 2013). El desarrollo de la raiz
peluda se asocia con la formacion de extensas raices secundarias que pueden ser
extirpadas y cultivadas indefinidamente bajo condiciones estériles. Estos cultivos se
mantienen en medios que contienen una mezcla de sales, sacarosa y que carecen
de productos de origen animal. Ademas, los medios de cultivo de raices peludas

son libres de hormonas.

1.6. Transformacion genética de plantas

La transformacion de plantas se refiere al evento de introducir e integrar DNA
foraneo en células vegetales y regenerar plantas transgénicas. Los sistemas de
trasferencia pueden dividirse en dos grupos: los sistemas de transferencia directa
de DNA y los basados en vectores biologicos (indirecta). Los sistemas de
transferencia directa de DNA, estan basados en la transferencia fisica, surgidos
como una alternativa para transformar especies monocotiledéneas, que puede
transferir DNA por bombardeo de particulas o biobalistica, por cationes divalentes
y/o electroporacion. Por otra parte, en los sistemas basados en vectores biolégicos,
la transferencia puede ser mediada por Agrobacterium. La capacidad para introducir

y expresar los genes especificos en las plantas proporciona una nueva y poderosa
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herramienta experimental que permite pruebas directas en la fisiologia de las

plantas que han sido extremadamente dificiles de resolver.

1.6.1. Transformacion genética via Agrobacterium rhizogenes

La transformacion genética utilizando A. rhizogenes se caracteriza por un
crecimiento descontrolado de la raiz y un incremento notable en la produccién de
pelos radicales. Algunas plantas regeneradas a partir de raices transformadas con
A. rhizogenes se caracteriza por presentar entrenudos cortos, dominancia apical
reducida y hojas arrugadas, mientras que otras presentan un genotipo
completamente normal. Agrobacterium rhizogenes es una bacteria Gram-negativa,
fitopatogeno natural del suelo que se desplaza mediante 2 a 3 flagelos y tiene un
plasmido de mas de 200 kb llamado "Ri" (inductor de raices), mientras que para A.
tumefaciens es “Ti” (inductor de tumores) (Chandra, 2012). Se sabe que las
diferentes cepas de A. rhizogenes inducen tales raices de las células de la planta
huésped mediante la transferencia de su T-DNA (DNA de transferencia) a partir del
plasmido inductor de raices (Ri) hacia el genoma del huésped (Tepfer, 2016), es el
unico fragmento de DNA bacteriano que se transfiere a la célula vegetal durante el
proceso de infeccién, codifica funciones para la conjugacion del plasmido Ti/ Ri, la
sintesis de compuesto nitrocarbonados y el catabolismo, la iniciacion, transferencia

e integracion del T-DNA.

El proceso de transformacién genética inicia con el reconocimiento y union de
Agrobacterium a la célula de la planta a través de receptores especificos. Seguido
de dos componentes de Agrobacterium (virA - virG), estos perciben sefales
especificas, de modo que VirG (que es un factor transcripcional) es activado para
inducir la transcripcién de la region de virulencia (vir) del plasmido Ti (para A.
tumefaciens). Las proteinas codificadas por la region vir, generan la cadena sencilla
del T-DNA, la cual forma un complejo con la proteina VirD2, que es transportado a
través del pili que es formado por las proteinas VirB2-11/D4. En el citoplasma de la
célula vegetal, al complejo T-DNA /VirD2 se le unen proteinas VirE2 que impide la
degradacion del T-DNA. Seguido, el complejo T-DNA /-VirD2/-VirE2 es pasado

hacia el nucleo, por proteinas del mismo hospedero, para su posterior integracion
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en el genoma de la célula hospedera, por recombinacién ilegitima (McCullen &
Binns, 2006) (Figura 9).

, Membrana externa
SeRales derivadasde la
® planta / ol o s

/ Mambrana interna

[ AGROBACTERIUN ] 74

CELULA VEGETAL

1. Identificacion de sediales fendicas por pane de

1a _Adhesion de
ChvENVIrA, rasultando en altos niveles de VilGP

bacteriaa la pared
celular

/7

2.VirG-P activala
transcripcion de los
genes vir, resultanddo

t',‘ ' @ en..

74

N 6. ELADN-T =e integraen ef
cromosoma hospedero

VZa

Nl RS
1 0
”ﬁ‘t 1 ra2
RBeL, prmen b A 1
7 n p
\ .\ T-DNA o
Compiejon ¥ ," 3
e A -
//i v -
L8 W ¢
£ ¥ ‘.‘\_ Am
E | e
Ocgs

A ... la produccion del complejo

v
| 5. Se ensamibla el complejo
| VirB y substratos transportadores

ADN-T y se trasiada alnicleo

4. | o3 substratos son
reconocides por el complejo
VirB y transportados lacéluls
veqgetal

——

Figura 9. Proceso de infeccion de Agrobacterium en una célula vegetal (Modificado de
McCullen & Binns, 2006). T-DNA; DNA transferido, virA, virG, virD2, virB, virE, virF; genes
vir, RB; borde derecho, LB; borde izquierdo, ChvE; proteina de union.

Los plasmidos Ri son clasificados de acuerdo al tipo de opinas producidas. En
plasmidos tipo nopalina (Ti), manopina y cucumopina (Ri) se ha encontrado un solo
T-DNA, mientras que en tipos octopina (pTi) y agropina (pRi) se han encontrado dos
regiones (TL-DNA = DNA-T lIzquierdo y TR-DNA = DNA-T Derecho) (Pavlova et al.,
2014). Los dos bordes T-DNA estan separados por alrededor de 15 kb de DNA no
transferido. El fragmento derecho (TR-DNA = DNA-TD) contiene genes homaélogos
a los genes de biosintesis de auxinas como los iaaM y iaaH del T-DNA de los
plasmidos Ti (Huffman et al., 1984; Gelvin, 2012). Tanto DNA-TI y DNA-TD son
transferidos e integrados de forma independiente en el genoma de la planta

hospedera, pero la transferencia de DNA-TI es esencial para la induccion de “raices
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pilosas” y la transferencia de DNA-TD no provoca formacion de raices en cultivos

transformados (Sevon & Oksman-Caldentey, 2002; Sandoval-Antunez, 2014).

(Figura 10; Tabla 4).
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Figura 10. Presentacién esquematica del plasmido Ri

(modificado de Chandra, 2012)

Tabla 4. Principales caracteristicas de los genes Rol (tomado y editado de Pavlova

et al., 2014)

Gen Caracteristica

Funcién

ORF10 (rolA)

Gen de 300 kb y proteina de 11 kD.

Afecta la formacion de haces
vasculares, asi como el
acortamiento de entrenudos y
formacién de hojas arrugadas.

ORF11 (rolB)

Gen de 777 kb y proteina de 30 kD.

Es inducido por las auxinas,
causa la formacion de plantas
ectépicas y afecta la formacion
de los meristemos.

ORF12 (rolC)

Gen de 540 kb y proteina de 20 kD.

Activa los procesos del
metabolismo secundario
ademas de conferir un
espectro de defensa mayor en
adicion a esta estimulacion.

ORF15 (rolD) Proteina de 1032 kb

Se ha visto que causa la
floracion a temprana edad.
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1.6.2 El 'efecto de los genes rol ' en la produccién de metabolitos secundarios

La preferencia por el sistema de plantas transformadas con Ri o raices peludas
sobre callos para la produccion de metabolitos secundarios, se debié a sus altas
tasas de crecimiento actuando como una fabrica para la produccién continua de
altas cantidades de compuestos importantes y la estabilidad en la acumulacion de
metabolitos a largo plazo (Hakkinen et al., 2016; Roychowdhury et al., 2016).
Aunque hay varios otros factores que afectan la acumulacion de metabolitos
secundarios, incluyendo la composicion de los medios y el pH, de reguladores de
crecimiento (auxinas, giberelinas, citocininas, etileno y acido abcisico (ABA)) la cepa

bacteriana utilizada para la inoculacién, la temperatura y el efecto de los elicitores.

Efecto del gen rolA en la acumulacion de metabolitos secundarios de plantas.

Existen pocos informes referentes al efecto del gen rolA sobre la produccion de
metabolitos secundarios (Palazon et al., 1998; Shkryl et al., 2007; Amanullah et al.,
2016). El primer informe en el que se observo que rolA estimulaba la produccion de
nicotina en lineas de raices transformadas de Nicotiana tabacum fue el trabajo
realizado por Palazén et al., 1998. Mas tarde, Shkryl et al., 2007 en su trabajo de
transformacion de la planta R. Cordifolia con Agrobacterium tumefaciens (cepa
GV3101) que alberga el gen rolA en su construccion (pPCV002-A), controlado por
Su propio promotor nativo. En este estudio, se investigo el efecto del gen rolA en la
acumulacion de antraquinona. Hubo un aumento de 2.8 veces en el contenido de
antraquinonas en los callos transformados con rolA en comparacién con los de tipo
silvestre no transformados. En cultivos transformados con el gen rolAen
plantas de A. dubia, se encontré que la artemisinina y sus compuestos derivados
eran comparables a los de la planta no transformada (Amanullah et al., 2016). Por
lo tanto, por un lado, rolA mostr6 una mejora en la produccion de metabolitos
secundarios en las plantas transformadas de N. tabacum y R. cordifolia (Palazon et
al., 1998; Shkryl et al., 2007;) y, por otro, mantuvo los niveles de produccion de
metabolitos secundarios comparables con las plantas de Artemisia dubia no

transformadas.
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Efecto del gen rolB sobre la acumulacion de metabolitos secundarios

El gen rolB ha sido un regulador importante en la acumulacién de metabolitos
secundarios en la mayoria de los estudios, su presencia se ha relacionado
positivamente con la produccibn de metabolitos secundarios, en plantas
transformadas con los genes rolA, rolC y rolABC, con respecto a plantas no
transformadas (Shkryl et al., 2007 ; Kiselev et al., 2007 ; Arshad et al., 2014);
Dilshad et al., 2016; Grishchenko et al., 2016 ).

En cultivos de callos transformados de R. cordifolia mostr6 un aumento de 15
veces en los niveles de antraquinona en comparacion con el cultivo de callos no
transformados. En este estudio, la estimulacion del gen de la isocorismato sintasa
(ICS) fue positivamente correlacionado con una mejora en el contenido
antraquinona. En las lineas de callos transformados expresando niveles bajos de
rolB produjeron niveles superiores al doble de antraquinonas, mientras que los
transformantes que expresaban niveles medios y superiores del gen rolB
produjeron 2.8 veces y 4.3 veces de antraguinonas, respectivamente. El efecto del
gen rolB sobre la produccién de otro metabolito de interés, como el resveratrol, fue
estudiado por Kiselev et al., (2007) en callos transformadas de V. amurensis Rupr.
En comparacién con los callos no transformados, se observé un aumento
sorprendente de 100 veces en los callos transformados con rolB. También se
demostré que los inhibidores de la tirosina fosfatasa desempefiaban un papel
antagonico con los efectos estimulantes del gen rolB, lo que sugiere la
participacion de la fosforilacion de la tirosina en el metabolismo secundario de las
plantas. Grishchenko et al., (2016) establecieron cultivos de callos transformados
con rolB, de M. amurensis Rupr. y se estudio el rendimiento de isoflavonoides en
los callos transformados. La acumulacion de isoflavonoides en los callos
transformados con rolB vari6 de 1.4 a 2.1% DW (peso seco) en comparacion con

1.22% DW en el control de vector vacio.

Efecto del gen rolC sobre la acumulacion de metabolitos secundarios

Hay varios informes disponibles que explican el papel de rolC como modulador de

la produccion de metabolitos secundarios entre diversos grupos de plantas

30


https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-0535-1_2#CR110
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-0535-1_2#CR69
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-0535-1_2#CR44
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-0535-1_2#CR52

medicinales. (Palaz6on et al.,1998) examinaron los niveles de produccion de
nicotina en plantas transformadas con rolC de N. tabacum . En comparacion con
el control no transformado, las raices de las plantas transformadas
con rolC acumularon el doble de la cantidad de nicotina, y las hojas transformadas
mostraron un aumento de tres veces. De forma similar, la transformacion de P.
ginseng con el oncogén rolC dio como resultado la produccion de niveles
triplemente mas altos de ginsendsido (Bulgakov et al., 1998 ). Los cultivos de
callos transformados con rolC de R. cordifolia mostraron niveles de antraquinona
4.3 veces mas altos en comparacion con los callos del control (Shkryl et
al., 2007). (Dubrovina et al., 2010) en su estudio con V. amurensis mostraron que
las lineas de callos transformadas con rolC produjeron un aumento de 3.7 a 11.9
veces en el contenido de resveratrol en comparacion con los callos no
transformados. Se registré un aumento estable de dos a cuatro veces (estable
durante un periodo de 2 afos) en los niveles de polifenol en los callos
transformados en rolC de Cynara cardunculus var. altilis DC (Vereshchagina et
al., 2014).

El contenido de artemisinina en la planta transgénica rolC de A. annua mostro un
incremento de 4 a 4.6 veces (Dilshad et al., 2015b ). En el mismo estudio,
artesunato y dihidroartemisina también aumentaron hasta 9.1 veces y 2 veces,
respectivamente. Se llevd a cabo una investigacién similar con otra especie
de Artemisia , A. carvifolia (Dilshad et al., 2015a), donde el contenido de
artemisinina registrado en plantas transgénicas era hasta seis veces mayor que el
determinado en plantas no transformadas. Se midi6 que el aumento en el
contenido de artesunato, dihidroartemisinina y arteméter era de hasta 8.9, 3.2y 5
veces, respectivamente. Dilshad et al., 2016 informaron un aumento doble del
acido caféico en plantas transformadas con rolC de A. carvifolia en comparacion
con controles no transformados. Ademas, tales plantas transformadas
con rolC mostraron niveles aumentados de quercetina (cuadruple), isoquercetina
(1.6 veces) y rutina (1.6 veces) en comparacion con el control. Las plantas de

Lactuca sativa, transformadas con rolC, mostraron una mejora en su contenido de
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flavonoides en un rango de 7.5 — 8.2 pyg/mL en comparacion con el obtenido en el

cultivo de control (5.1 pg/mL) (Ismail et al., 2016 ).

El efecto estimulante de rolC sobre la acumulacion de metabolitos secundarios fue
bastante evidente en todos los ejemplos anteriores; sin embargo, es interesante
observar que el gen rolC ha mostrado un efecto inverso sobre la produccion de
ciertos metabolitos en cultivos transformados de Eritrichium
sericeum y Lithospermum erythrorhizon (Bulgakov et al., 2005). En los cultivos
transformados de E. sericeum con rolC (raiz y callos) y L. erythrorhizon (callos)
mostraron un contenido reducido de rabdosina y acido rosmarinico que sus
controles respectivos. Grischenko et al.,, 2013 reportaron cultivos de callos
transformados de M. amurensis por rolC con una productividad de isoflavonoides
ligeramente mayor en comparacion con el control. Es interesante que, por un lado,
en los cultivos de callos transformados por rolC, se obtuvieron mayores
contenidos de seis isoflavonoides; Por otro lado, la produccién de genistina
disminuy6 en comparaciéon con el control. Este efecto de rolC sobre la produccion

de isoflavonoides fue estable durante 4 afios.

Por lo tanto, el gen rolC mostré efectos estimulantes (Bulgakov et al., 1998 ;
Palazén et al., 1998 ; Shkryl et al., 2007 ; Dubrovina et al., 2010 ; Vereshchagina
et al., 2014 ; Dilshad et al., 2015a, Dilshad et al., 2015b, Dilshad et al., 2016 ;
Ismail et al., 2016 ) y efectos inhibitorios (Bulgakov et al., 2005) sobre los niveles
acumulados de metabolitos secundarios. El genrolC podria considerarse
responsable de la regulacion diferencial de diferentes metabolitos secundarios
dentro de la misma planta transformada, lo que provoca un aumento en el nivel de
un compuesto y una reduccion en el nivel de otros, simultdneamente (Grishchenko
et al., 2013).

1.7. Elicitores

Los elicitores son sustancias quimicas que desencadenan la activacion de las
respuestas de defensa de las plantas, incluida la acumulacion de fitoalexina.
(Ferrari, 2010). Estos productos quimicos pueden ser agentes abidticos, como iones

metdlicos y compuestos inorganicos, o pueden derivarse de otros organismos, como
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moléculas derivadas de hongos, bacterias, virus o herbivoros, asi como productos
guimicos derivados de plantas que se liberan en el sitio de atague o acumularse
sistémicamente luego de un ataque de patégenos o herbivoros. Los elicitores bajo
este criterio se pueden clasificar como enddgenos y exégenos. (Wang & Wu, 2013).
Los elicitores enddgenos se originan en la planta como resultado de su interaccion
con el agresor y desempefian papeles importantes en el sistema de transduccion
de sefales intracelulares. Entre los mejor caracterizados se encuentran los
oligosacaridos pécticos liberados de las paredes celulares de las plantas
[oligogalacturonides (OGA) de la pectina de los citricos] y los compuestos de sefial
intracelulares (0 segundos mensajeros), como sistemina, acido salicilico (SA) y
acido jasmonico (JA), y compuestos relacionados como jasmonato de metilo
(MeJA). Los elicitores endoégenos también pueden estar involucrados en la
mediacion de las respuestas de las plantas a los estreses abibticos. Los elicitores
exdgenos se originan a partir del patdgeno microbiano o el agresor, principalmente
hongos y bacterias, y algunos de virus e insectos. Los compuestos elicitores mas
conocidos incluyen péptidos, polisacaridos y glicoproteinas derivadas de células
microbianas y vegetales. Los indicadores para estimular la produccion de
metabolitos secundarios en cultivos de tejidos vegetales generalmente se clasifican
como bidticos y abidticos en funcion de su origen. Los elicitores bidticos se originan
a partir de fuentes microbianas y vegetales; los elicitores abiéticos incluyen varios
factores estresantes quimicos y fisicos, como la radiacion UV, los metales pesados
y el choque osmoético. En la Tabla 5 se muestran algunos trabajos en la elicitacion
de metabolitos secundarios utilizando los diferentes tipos de elicitores. En la Tabla
6 se muestran algunos ejemplos de produccion de metabolitos secundarios

(terpenoides) aumentada a través del uso de elicitores.
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Tabla 5. Elicitores bi6ticos y abidticos y sus metabolitos secundarios en cultivos de

raices peludas (modificado de Wang & Wu, 2013).

Tipo de Agentes del
elicitor elicitor

Elicitor bidtico

Rhizobium spp.

Bacteria

viva Bacillus cereus
Elicitor Extracto de

de levadura
levadura

Moléculas de serial
Jasmonato de
Metilo (MeJA)

SA

Productos

Nodulaciéon de
raices
Tanshinona

Saponina de
ginseng
Tanshinonas y
acidos fendlicos
Artemisinina
Alcaloides de
tropano

Flavonoides totales

Glucotropaolina

Paclitaxel

Tanshinonas
Asiaticosido
Artemisinina
Alcaloides indol
monoterpenoides
Alcaloide de
tropano
Saponina de
ginseng
Alcaloides de
tropano
Alcaloides indol
monoterpenoides

Planta

Pachyrhizus erosus

Salvia miltiorrhiza

Panax ginseng
Salvia miltiorrhiza

Artemisia annua
Brugmansia candida

Glycyrrhiza uralensis
Tropaeolum majus

Taxus x media var. Hicksii
Salvia miltiorrhiza

Centella asciatica
Artemisia annua
Ophiorrhiza pumila
Catharanthus roseus
Panax ginseng

Atropa belladona

Atropa belladona
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Tabla 5. (continuacion) Elicitores bibticos y abioticos y sus metabolitos secundarios
en cultivos de raices peludas (modificado de Wang & Wu, 2013)

Elicitores abioéticos

lones de
metales
pesados

Luzy
radiacion
uv

Estrés
osmaotico

Ag*"(Ag2S203)
VOSO 4

Luz de diferentes
rangos espectrales
(fluorescente,
halogenuros
metalicos, azul, rojo
y azul mas luz roja)
Luz continua
(lamparas
fluorescentes de
color blanco frio, 40
MM m=2 s?1)yenla
oscuridad continua

Luz 280-315 nm a
9,000 yW /cm 2

Sorbitol

Tanshinone
Thiarubrine A

Ginsenosido total
Saponina de ginseng

Diterpenoides
(ferruginol,
salvipisona,
aethiopinone, y 1-
oxoaethiopinone)

Dos tipos de
triterpenoides de tipo
ursene

Alcaloides inddlicos
terpenoides totales,
lochnericina,
estricitosidina
Tanshinones
Alcaloides indol
monoterpenoides

Salvia miltiorrhiza
Ambrosia
artemisiifolia
Panax ginseng
Panax ginseng

Salvia sclarea

Catharanthus
roseus

Salvia miltiorrhiza
Ophiorrhiza pumila
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Tabla 6. Ejemplos de produccién de metabolitos secundarios (terpenoides)
aumentada a través del uso de elicitores (modificado de Giri & Zaheer, 2016)

Especie
planta

Salvia
castanea
Ocimum
basilicum,
Ocimum
kilimandscha
ricum,
Ocimum
sanctum
Gymnema
sylvestre

Anisodus
luridus
Panax
ginseng
Eryngium
planum L

Salvia
miltiorrhiza
Vitis vinifera

Salvia
miltiorrhiza
Artemisia
annua

de
cultivo

HR

C

CS

HR
HR

C,CS

HR

CS

HR

CS

Sistema Concentracion Producto

del elicitor

MeJA (200 uM), Tanshinona

Ag*

MeJA (200 uM)  Acido
Betulinico

MeJA (150 Acido

puM), SA gimnemico

ASA (1000 Alcaloides de

puM), UV-B tropano

MeJA (100 uM) Ginsenosido
Rg3

MeJA (100 uM)  Acido
Rosmarinico
CGA, CA

MeJA (100 uM) Tanshinona

SNP

MeJda (25 uM)  Trans

CD resveratrol

MeJA (100 Tanshinona

uM), Ag+

MeJA (22 uM),  Artemisinina

miconazole

Mejora
méaxima del
rendimiento

1.99

1.9

15.4

6.2
5.0

3.0

3.9

713.0

5.7

3.0

Referencia

(Li et al,
2016)
(Pandey et

al., 2015)

(Chodisetti et
al., 2015)

(Qin et al,
2014)
(Kim et
2013)
(Kikowska et

al., 2012)

al.,

(Liang et al.,
2012)
(Belchi-
Navarro et al.,
2012)
(Kai et
2012)
(Caretto et al.,
2011)

al.,

36



Tabla 6 (continuacion). Ejemplos de produccién de metabolitos secundarios
(terpenoides) aumentada a través del uso de elicitores. (modificado de Giri &
Zaheer, 2016).

Especie
planta

Artemisia
annua

Artemisia
annua)
Artemisia
annua
Artemisia
annua

Centella
asiatica,
Ruscus
aculeatus,
aGalphimia
glauca
Taxus
yunnanensis
Coleus
forskohlii

Sistema
de
cultivo

CS

MS

HR

HR

WPC

CS

HR

Concentracion Producto

del elicitor

MeJA (100
uM), CD
(50,000 IM)
DMSO (0.25
VIV)

SNP (10 uM),
CB, NO

SNP (50 uM),
NO, OSE

MeJA (100 pM)

US + SNP (10
uM)

MeJA (100
HM), SA

Artemisinina

Artemisinina
Artemisinina
Artemisinina

Triterpeno,
esteroles

Baccatin

Acido
Rosmarinico

Mejora
maxima del
rendimiento

300.0

2.26
2.3

2.0

152.0

8.0

3.4

Referencias

(Durante et
al., 2011)

(Mannan et
al., 2010)
(Wang et al.,
2009)

(Zheng et al.,
2008)

(Mangas et
al., 2006)

(Wang et al.,
2006)
(Li et al,
2005)

C callos, CS suspension celular, CB cerebrdsido, CD ciclodextrinas, SNP
nitroprusiato de sodio, MS brotes multiples, HR cultivo de raices, US ultrasonido,
WPC cultivo de plantas enteras. NO 6xido nitrico, OSE oligosacarido elicitor,

DMSO dimetilsulféxido, SA acido salicilico,
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1.7.1. Modo de accién de los elicitores

Los elicitores son percibidos por receptores especificos en la membrana plasmatica
gue dan como resultado su despolarizacién que conduce a la activacion de canales,
como el canal antiportador K* / H*. La acidificacion citoplasmica transitoria debido a
K* / H* el intercambio y eflujo de CL-, actian como una sefial para la produccion de

metabolitos secundarios (Zhao et al., 2005).

La percepcion del elicitor por los receptores también puede activar proteinas G o la
cascada de proteinas quinasa activada por mitdgenos. (MAPK). La cascada MAPK
consiste en una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), MAPK quinasa (MAPKK) y
MAPK que se activan secuencialmente por fosforilacion (Zhang & Klessig, 2001).
Los flujos de iones Ca?* inducidos por el inductor dan como resultado niveles
elevados de iones calcio libres citoplasmaticos que desencadenan muchos
procesos intracelulares. Ca?* se une a los sensores Ca?* como la calmodulina y
estimula a las proteinas dependientes Ca?* quinasas (CDPK), enzimas unidas a la
membrana y proteinas fosfatasas que, en consecuencia, desempefian un papel en
las respuestas de defensa, incluida la produccion de metabolitos secundarios
(Ludwig et al., 2004). Los receptores ligados a la proteina G también son conocidos
por activar las fosfolipasas C (PLC) que hidrolizan los fosfolipidos de la membrana
como fosfatidilinositol-4, 5-bisfosfato (PIP2), lo que resulta en la produccion de
mensajeros secundarios, diacilglicerol (DAG) e inositol- 1,4,5-trisfosfato (IP3)
(Meijer & Munnik, 2003). DAG activa la proteina quinasa C (PKC) que a su vez
activa varias proteinas dentro de la célula por fosforilacion (Kurosaki et al., 1987).
IP3 moviliza los iones Ca?* a través de un canal de iones Ca?* desde las reservas
de calcio intracelular, como el reticulo endoplasmico (ER), el aparato de Golgi y las
vacuolas, hasta el citosol. Cabe sefialar que el ion Ca?* también regula a la PLC,
gue se sabe que produce mensajeros secundarios, incluido el jasmonato. Se sabe
gue el ion Ca?* activa en la membrana celular NADPH oxidasa (NOX), peroxidasa
apoplastica u otras oxidasas en cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas para
generar especies reactivas de oxigeno (ROS), principalmente anion superoxido (Oz-
) y peréxido de hidrégeno (H202) (Tuteja & Mahajan, 2007). Todos estos eventos de

transduccion de sefales conducen finalmente a la activaciéon de la biosintesis de
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novo de factores de transcripcion que a su vez regulan la expresion de genes de
defensa que codifican enzimas implicadas en la biosintesis de sefiales secundarias
0 metabolitos secundarios (Ferrari, 2010; Zhao et al., 2005). Ademas, existe una
comunicacién entre dos o mas vias de sefializacion que permite la regulacién de
diferentes genes, tanto temporales como espaciales, frente a diferentes tipos de
estrés (Ramirez-Estrada et al., 2016). El didlogo cruzado mas comudn es la
interaccién de las vias de sefalizacidon del &cido jasmonico (JA) y etileno (ET) y los
factores de transcripcion como ORA59 (Pré et al.,, 2008), CEJ1 (Nakano et al.,
2006), ERF1 (Lorenzo et al., 2003). De manera similar, las cascadas MAPK también
estan involucradas en ET, JA y muchas otras vias de sefializacion celular (Jonak et
al., 2002). Del mismo modo, ROS puede activar la cascada de MAPK vy viceversa
(Ahmad et al., 2008). Por lo tanto, las actividades celulares de plantas a nivel
bioguimico y molecular pueden alterarse mediante la accion de elicitores que
regulan un gran nuimero de puntos de control bioquimicos y desencadenan la
expresion de genes reguladores (Zhao et al., 2005; Baenas et al., 2014). Cabe
sefialar que la via de los metabolitos secundarios es muy especifica para el tipo de
inductor al que estan expuestas las células, y existe una variabilidad en el
mecanismo de accion que implica un amplio rango de respuestas metabdlicas al
estrés en las plantas. Como resultado, el efecto de provocacion sobre la produccion
de metabolitos secundarios en células vegetales es muy empirico. En la Figura 11,
se ilustra los diferentes modos de accion de los elicitores mencionados.
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Figura 11. llustracién de la via de transduccion de sefial inducida por el elicitor para la
produccion de metabolitos secundarios de plantas. Imagen tomada de Narayani &
Srivastava, 2017
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Justificacion

El &cido betulinico es usado ampliamente en la medicina tradicional maya y se
tienen reportes de que su produccion se puede mejorar en cultivos de raices
transformadas. Asi, la obtencion de raices pilosas de Pentalinon andrieuxii (Mall.
Arg.) Hansen & Wunderlin utilizando el método de transformacion genética via
Agrobacterium rhizogenes es una estrategia para incrementar la acumulacion de
metabolitos secundarios, esto gracias a su estabilidad genética, produccién de
biomasa y capacidad biosintética comparable o superior a la raiz de la planta nativa.
Por ello, a partir de explantes de diferentes partes de plantulas, transformadas con
la cepa bacteriana A. rhizogenes, y sometidas en tres condiciones de crecimiento
(fotoperiodo, luz continua y oscuridad) se evalud el efectos de elicitores quimicos
(AS y MeJa) sobre la produccién de acido betulinico en este modelo experimental
gue eventualmente ayudaria a evitar la desaparicion de las poblaciones silvestres
de la especie, de donde actualmente se colectan las raices de las plantas en campo,

para su uso tépico.

Hipotesis
El uso de elicitores quimicos aumentara la concentracion de acido betulinico en los
cultivos de raices transformada de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen &

Wunderlin.

Objetivo general

Evaluar el efecto del acido salicilico y el jasmonato de metilo sobre la produccién de
acido betulinico en las raices transformadas de Pentalinon andrieuxii a escala de

matraz.

Objetivos especificos

e Establecer cultivos de raices transformadas de Pentalinon andrieuxii
(Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin a partir de explantes de raiz,

hipocatilo y hoja,
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Determinar la presencia de &cido betulinico en las raices
transformadas en tres condiciones de cultivo (luz, fotoperiodo y
oscuridad)

Caracterizar el crecimiento y la produccion de acido betulinico de las
tres lineas de raices transformadas (raiz, hipocétilo y hoja) en la
condicidn de cultivo previamente determinada.

Evaluar el efecto de los elicitores acido salicilico y jasmonato de metilo
sobre la produccion de acido betulinico en una de las lineas de raices

transformadas.
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Estrategia experimental.

Asepsia de semillas de

Pentalinon andrieuxii

Germinacion

Induccion de raices en
explantes de Pentalinon

andrieuxii

Produccionde [ Curva de crecimiento
Acido betulinico

]
I
Mantenimiento de raiz :

transformada
Uso de elicitores para la

produccion de acido betulinico

Cuantificacion de acido betulinico
por HPLC

Raices normales Raices

transformadas

Figura 12. Disefio experimental

43



La estrategia experimental (Figura 12) consiste en obtener cultivos de raices
transformadas con A. rhizogenes, a partir de diferentes explantes (raices, hipocotilo
y cotiledones de plantulas) con el fin de seleccionar la que tenga un mejor
rendimiento en la produccion de acido betulinico. Una vez seleccionada la linea de
raices, se expondra a diferentes condiciones de iluminacion (oscuridad, fotoperiodo
y luz continua) para determinar aquella que promueve la mayor produccion de acido
betulinico. Dicha condicién se combinara con tratamientos con &cido salicilico y
jamonato de metilo, para el tiempo de aplicacion y la concentracion que promueva

la acumulaciéon de este metabolito.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Para la produccién de plantulas in vitro y la obtencién de explantes (raices,
hipocétilos y hojas), se utilizaron semillas de Pentalinon andrieuxii (MUll. Arg.)
Hansen & Wunderlin, colectadas en abril del 2017 (21°00'10.0"N 89°35'31.9"W) y
pertenecientes al laboratorio 26 de la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de
Plantas del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. Las semillas para
su germinacion fueron agrupadas en tres lotes: lote 01, fecha de siembra 08 de
mayo de 2017; lote 02, fecha de siembra 16 de mayo de 2017 y el lote 03, fecha de
siembra 29 de mayo de 2017.

Protocolo de germinacion de semillas

Se siguieron los protocolos de Martin-Acosta 2012 y May-Mendoza 2016,

brevemente:
En condiciones de laboratorio:

e 0.3 g de semillas secas se lavaron con Extran al 5% durante cinco minutos
seguido de:

e Cinco lavados con agua estéril

e Un lavado con etanol al 70% durante cinco minutos

e Dos a cuatro lavados con agua estéril.

Dentro de una campana de flujo laminar y utilizando material estéril:

e Un lavado con cloro comercial al 50%, con agitacion durante 20 minutos.

e Lavados sucesivos rapidos con agua estéril hasta eliminar el cloro comercial.

e Mantener en agua estéril para mantener la humedad.

e Eliminar el exceso de agua, con ayuda de un colador.

e Colocar las semillas en posicion vertical en frascos de cristal con medio de
cultivo PC (Phillips y Collins, 1979).

e Mantener los frascos con semillas en un cuarto de cultivo en obscuridad y a

25° C durante dos semanas.
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Transformacion genética
La induccion de raices transformadas se llevo a cabo siguiendo el protocolo de May-
Mendoza (2016), utilizando la cepa ATCC15834-RFP de A. rhizogenes. El protocolo

de transformacion consistid en:

- Cultivar la cepa en 20 mL de medio YM (K2HPO4 500mg/L, MgS04.7H20
200mg/L, NaCl 100mg/L, manitol 1000mg/L, extracto de levadura 400mg/L a
un pH de 7.2y libre de antibiético) por 48 horas en agitacién constante a 200
rpm en un orbitador protegido de la luz.

- Inocular 10 mL de medio YM fresco con 200 uL del cultivo anterior e incubar
por 24 horas en las mismas condiciones descritas.

- Hacer una dilucién 1:1 (V: V) de este ultimo cultivo con medio YM y adicionar
10 pL acetosiringona (100 uM). Incubar por cinco horas en las mismas
condiciones.

- Sumergir explantes (segmentos de hipocatilo, raiz y hoja de plantulas de un
mes y medio de edad germinadas in vitro), en el cultivo bacteriano descrito a
una D.O. = 0.1, adicionado con 25 pL de acetosiringona 200 mM.

- Aplicar vacio (15 inHG) durante 20 minutos.

- Secar los explantes infiltrados con papel secante estéril, sembrarlos en cajas
de Petri con medio PC semisodlido libre de reguladores de crecimiento y
mantenerlos durante 2 dias en oscuridad.

- Pasar los explantes cocultivados con la bacteria a frascos con medio PC
semisélido y adicionado con cefotaxima (250 mg/L), mantenerlos en
condiciones de luz continua para promover organogéenesis.

Aproximadamente cuatro semanas después del proceso de transformacioén, se

puede ver la formacién de raices, mismas que una vez que alcanzan una

longitud aproximada de cinco cm, se cortan y se transfieren a medio PC liquido
con cefotaxima (250 mg/L), manteniéndose en un orbitador a 25°C bajo luz

continua.
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Mantenimiento de raices transformadas

Las raices transformadas se resembraron cada 30 dias en medio PC liquido (pH
5.5) adicionado con cefotaxima (250 mg/mL). Para la resiembra, las raices se
seccionaron en dos 0 mas partes, dando preferencia para su conservacion a las
mas jévenes, que se distinguen por presentar una coloracion verde—claro, en

comparacion con las raices viejas, que presentan una coloracién pardo-oscura.

Extraccion de DNA.
Protocolo DNeasy Plant Mini KIT (QIAGEN) (a partir de tejido foliar joven)

Se siguio el protocolo de extraccion, utilizando el Kit de extraccion DNeasy® de la

firma comercial QIAGEN (con columnas).

Comprobacién de transformaciéon genética por PCR
Amplificacion del gen rolC.

La PCR “polymerase chain reaction” (reaccién en cadena de la polimerasa) es una
técnica que tiene por objetivo amplificar especificamente un fragmento de DNA, por
lo cual se realiz6 para determinar la presencia del gen rolC en los tejidos vegetales
sometidos al proceso de transformacién con la cepa ATCC15834 de A. rhizogenes
gue también porta el gen de la proteina roja fluorescente. Para comprobar la
transformacion de las raices se utilizé el protocolo de Phire Plant Direct PCR Kit
(Thermo Scientific). Esta técnica consistio en tomar 0.3 mm del tejido de raiz y se
coloco directamente al tubo de PCR con 20 uL de buffer de dilucion, luego se mezclo

durante tres minutos, con ayuda de una punta de micropipeta de 200 pL

Los componentes que se utilizaron para llevar a cabo la reaccion PCR se detallan

enla Tabla 7.

Tabla 7. Componentes de la mezcla de reaccion de PCR

2x Phire Plant PCR buffer 10 pL 40 pL
Oligonucleétido rolC1 1ul 4 uL
Oligonucleétido rolC2 1pul 4 uL
Phire Hot Start Il DNA Pol 0.4 uL 1.6 uL
DNA 1.5pug -- U8
H,0 6.1 plL 24.4 ulL
Total 20 uL 74 uL
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Para las reacciones de PCR se utilizaron los pares de oligonucleotidos de acuerdo
con Bonhomme et al., 2000, que son especificos para amplificar el gen referido
(rolC).

Oligonucleétidos rolC (nUmero de acceso: X64255)
5- CGTTGTCGGAATGGCCCAGACC -3 (forward primer)
5- CGTAGGTCTGAATATTCCGGTCC -3’ (reverse primer)

Las PCR para la amplificacion del gen rolC, se realizaron en un termociclador

(BioRad Modelo: T100) programado con las siguientes condiciones:

Etapas Temperatura y tiempo Ciclos
Iniciacion 98 °C x 5 minutos =
Desnaturalizacion 98°C x 5 segundos

Alineamiento 54°C x 5 segundos 40
Extension 72°C x 30 segundos

Extension final 72°C x 1 minuto -

Los productos de PCR fueron resueltos por electroforesis (85 V/40 minutos) en

geles de agarosa al 1%, y se visualizaron con luz UV.

Caracterizacion del crecimiento y la produccion de acido betulinico
de las lineas de raices transformadas.

Curvas de crecimiento

Tres lineas de raices transformadas obtenidas a partir de diferentes explantes (raiz,
hipocotilo, hoja) y mantenidas en tres condiciones (luz contlda, obscurida y
fotoperiodo), se caracterizaron en cuanto a su crecimiento a través del tiempo. La
recoleccién de muestras se realizé cada tercer dia durante un periodo de 48 dias.
Para obtener las curvas de crecimiento, se utilizaron 48 matraces Erlenmeyer de
250 mL para cada una de las lineas de raices transformadas. En cada matraz

conteniendo 75mL de medio liquido PC se inocul6 un gramo de raiz transformada
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de cada tipo de explante. Los datos de peso fresco se registraron en una balanza
analitica y las muestras se guardaron en frascos Gerber estériles que se congelaron
a -20°C. Posteriormente, cada una de las muestras se sometié a un proceso de

liofilizacion y se pesaron para obtener los datos del peso seco.

Para cada muestra se registraron datos de biomasa: peso fresco y peso seco, asi
como la conductividad de los medios. Para medir la conductividad se utiliz6 un
conductimetro (Marca HACH, modelo sensION EC5), colocando el tubo dentro del

medio de cultivo liquido contenido en los matraces.

Una vez registrados los datos, las raices fueron congeladas a -20°C para su

posterior protocolo de extraccidon y cuantificar el acido betulinico.

Con los datos se realizaron los calculos de indice de crecimiento, taza de
crecimiento especifico y el tiempo de duplicacion, para cada una de las tres lineas
utilizando las ecuaciones descritas por: Godoy-Hernandez & Vazquez-Flota, (2006)

cuyas férmulas se describen a continuacion:

indice de crecimiento:

Wf —Ww,
1= Y~
Wo
Donde:
Gl: indice de crecimiento
WH: peso final
Wo: peso inicial
Tasa de crecimiento especifico:
_InX—-1InX,
=7

Donde:

In Xo: logaritmo natural de la biomasa inicial

In X: logaritmo natural de la biomasa a tiempo (T)
T: tiempo

W: tasa de crecimiento especifico

Tiempo de duplicacion:

W: tasa de crecimiento especifico
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Con los datos obtenidos, se realizd la cinética de crecimiento para las raices

transformadas.

Preparacion de elicitores
Se utilizé el elicitor jasmonato de metilo, presentacion liquida, de la marca Sigma,

para su esterilizacion se filtré la solucion con un filtro estéril.

La preparacion del elicitor acido salicilico (marca Sigma), se realizé utilizando
0.55248 gr de acido salicilico, mezclado en 25 mL de agua destilada, ajustando su
pH a 5.5 y su posterior disolucién en el medio PC, alcanzando una concentracion
de 200 mM, la solucion se llevo a esterilizar en la autoclave a una temperatura de
120°C y 1.2 psi. Ambos elicitores se afiadieron a una concentracion final de 100 pM
y 200 puM al medio de cultivo de la raiz transformada que mostr6 un mayor
crecimiento (biomasa) y una mayor produccién de acido betulinico. La elicitaciéon se
realizé al dia 30 de cultivo de las raices y se realizé un seguimiento durante 9 dias
tomando una muestra cada tres dias. Al mismo tiempo del cultivo de raices
transformadas, se tuvo un cultivo control (raiz transformada) para observar la

produccion de &cido betulinico y poder comparar con las raices tratadas.

Extracciéon de acido betulinico mediante las preparaciones de
fracciones de polaridad media

Para obtener los extractos metandlicos de las raices transformadas, se congelaron
tres gramos de raices, durante dos dias a -20 °C, después se liofilizaron durante
dos dias. Las muestras de entre 2.0 g y 1.9 g, totalmente secas, fueron cortadas y
colocadas en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, luego fueron sonicados con 20 mL
metanol al 99%, durante 20 minutos a 40° C después el disolvente fue evaporado
en un rotavapor a una presion de 337 mBar durante 12 a 15 minutos. Los extractos
metanodlicos crudos fueron sonicados nuevamente ahora con 20 mL de
diclorometano al 99% durante 20 minutos a 40°C, posteriormente el disolvente fue
evaporado en el rotavapor a una presion de 500 mBar durante cinco minutos y

colocados en viales previamente tarados.
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La extraccion de acido betulinico en el medio liquido, donde se encontraban las
raices transformadas no se realiz6, ya que Sandoval-Antunez, 2014 reporta que en

los extractos de medio liquido no se aprecia la produccién de acido betulinico.

Deteccion de acido betulinico por HPLC

El método cromatografico que se utiliza para la cromatografia de liquidos (HPLC)
estd basado de acuerdo con lo reportado por Hiebert-Giesbrecht, 2015 para la
cuantificacion de acido betulinico. EI método fue ligeramente modificado
empleandose una fase moévil de acetonitrilo-agua (90:10 v:v) y una absorbencia
maxima (Amax ) < 210 nm. Las muestras se prepararon con metanol grado HPLC
al 1% (1 mg/mL), haciendo 3 inyecciones de 20 pL con un tiempo de corrida de 14
minutos para cada una en el equipo HPLC Agilent 1100. La muestra fue eluida a
través de una columna de fase reversa (C18), donde la interaccidn entre las fases

(movil y estacionaria) determind su resolucion.
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Resultados

Establecimiento de cultivos de raices transformadas de Pentalinon
andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin

Debido a que las cuatro lineas de raices transformadas para la produccién de
metabolitos mas abundantes de Pentalinon andrieuxii (Mdll. Arg.) Hansen &
Wunderlin, caracterizadas por Raymundo Llanes, en el laboratorio 26 de la Unidad
de Bioguimica y Biologia Molecular de Plantas del Centro de Investigacion Cientifica
de Yucatan, perdieron su capacidad de crecimiento y se contaminaron con hongos,

se decidio por la induccién y obtencion de nuevas lineas celulares.

Obtencion de explantes de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.)

Hansen & Wunderlin
Para cada uno de los lotes de siembra se usaron 0.3g de semillas (~100 semillas).

Las semillas fueron colectadas en abril del 2007 por el Dr. Godoy-Hernandez en
Mérida Yucatan (21°00'10.0"N 89°35'31.9"W). El lote en el que se tuvo el mayor
porcentaje de germinacion fue el 03 con un 95%. Los porcentajes de germinacion
para cada uno de los lotes estan registrados en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentajes de germinacion de semillas de Pentalinon andrieuxii (Mull.
Arg.) Hansen & Wunderlin

NuUmero de Fecha de NUm. de NUm. de Porcentaje
lote siembra semillas semillas de
germinadas germinacion
01 8/05/2017 100 20 20%
02 16/05/2017 100 94 94%
03 29 /05/2017 100 95 95%

Proceso de infeccion con Agrobacterium rhizogenes

La obtencién de las raices transformadas se realizo a partir de la infeccion con la
cepa de A. rhizogenes de tres tipos de explantes: hoja, raiz e hipocétilo que en todos

los casos fue éxitosa (Figura 13).
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Figura 13. Proceso de transformacion de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen &
Wunderlin mediado por Agrobacterium rhizogenes. A-B; proceso de desinfeccion de la
semilla, C; germinacion de la semilla de Pentalinon andrieuxii, D; cortes a los explantes, E-
H; proceso de infeccion con la cepa ATCC15834-RFP A. rhizogenes. |; cocultivos de
explantes en condicion de luz continua, J; formacion de raices de explante de hipocotilo, K-
L; mantenimiento de las raices transformadas.

En la primera y segunda transformacion realizadas aplicando vacio, el hipocétilo
presentd una frecuencia de transformacion de 20.6% y 45%, que corresponden a
seis y diez explantes positivos, respectivamente. En la tercera transformacion, en la
gue no se aplico vacio, nuevamente el hipocétilo fue el que presento el porcentaje
mayor de transformaciéon (23.07%, para seis explantes positivos), seguida de los
explantes de hoja, con los que se obtuvo un porcentaje de transformacion de
18.75%. En la cuarta transformacion, agitacion sin vacio, fue la hoja la que presento
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el mayor porcentaje de transformacion (21.42%, para tres explantes positivos),

mientras que con los explantes de raiz se obtuvo un 14.28% de transformacion.

Usando el mismo protocolo de infeccién, pero variando el modo de infeccion,

aplicando vacio, sin agitacién y sin vacio y agitacion sin vacio, se logré obtener

transformacion en los tres tipos de tejidos (Tabla 9).

La frecuencia de transformacion o FT (%) se calcul6 con la siguiente formula:

% FT=# de explantes / # explantes forman raices x 100 (Yam-Puc et al., 2012a).

Tabla 9. Frecuencias de transformacion

1° Transformacion (vacio)

2° Transformacién (vacio)

Tipo de Ndam. de | Explantes | Frecuencia de | Tipo de NUum. de | Explantes |Frecuencia de
explante | explante | positivos | transformacion [explante |[explantes |positivos [transformacion
Hoja 19 0 0 Hoja 22 0 0
Hipocétilo 29 6 20.60% Hipocétilo 22 10 45%
Raiz 19 0 0 Raiz 22 0 0
3° Transformacion (sin agitacion y sin vacio) 4° Transformacion (agitacion sin vacio)
Tipo de Num. de | Explantes | Frecuencia de Tipo de NUum. de | Explantes | Frecuencia de
explante | explantes | positivos | transformacion | explante | explantes | positivos | transformacion
Hoja 16 3 18.75% Hoja 14 3 21.42%
Hipocatilo 26 6 23.07% Hipocatilo 21 0 0
Raiz 26 0 0 Raiz 21 3 14.28%

Con respecto al desarrollo de raices transformadas a partir de la linea celular de

raiz (LCR), estas fueron subcultivadas cada 20 dias y sometidas a condiciones de

fotoperiodo, luz continua y obscuridad. Las raices que mayor biomasa presentaron

fueron las que estuvieron en condiciones de fotoperiodo, seguidas de las que

estuvieron sometidas a luz continua y las de menor desarrollo fueron las que se

mantuvieron en obscuridad (Figura 14).
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Figura 14. Raices transformadas obtenidas de raices (LCR) de Pentalinon
andrieuxii. (F) Fotoperiodo, (L) Luz continua, (O) Oscuridad. Cultivos de 30 dias

Para el desarrollo de las raices transformadas de la linea celular de hoja (LA1H),
estas fueron subcultivadas cada 20 dias y sometidas a condiciones de fotoperiodo,
luz continua y obscuridad. Las raices que mayor biomasa presentaron fueron las
gue estuvieron en condiciones de fotoperiodo, seguidas de las que estuvieron

sometidas a luz continua y las de menor desarrollo fueron las que se mantuvieron

en obscuridad (Figura 15).
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Figura 15. Raices transformadas obtenidas de hojas (LA1H) de Pentalinon
andrieuxii. (F) Fotoperiodo. (L) Luz continua. (O) Oscuridad. Cultivos de 30 dias

Demostracion de transformacion genética por amplificacion del
gen rolC).

Para corroborar el proceso de transformacion se seleccionaron al azar raices, las
cuales se utilizaron para realizar reacciones de PCR para amplificar el gen rolC que
esta presente en el T-DNA de A. rhizogenes e interviene en la induccion de raices
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pilosas. La amplificacion del gen rolC representa una demostracion de que proceso

de infeccion resulto en la la integracion del T-DNA en el genoma vegetal.

Se analizaron tres muestras independientes de raices inducidas en explantes de
hipocétilo, raiz y hoja, asi como una muestra de raiz no transformada, pero
mantenida en las condiciones de las raices infectadas con A. rhizogenes, como
control negativo. Los resultados obtenidos por el analisis de PCR, confirmaron la
presencia del gen rolC en las raices inducidas de hipocdtilo, raiz y hoja,

demostrando la transformacion genética (Figura 16).

490 pb

Figura 16. Amplificacion del gen rolC por PCR de las raices inducidas en explantes de
hipocétilos sometidos al proceso de transformacion genética, mediante la infeccion por
la cepa ATCC15834 RFP de Agrobacterium rhizogenes: Kb DNA Ladder (M 1 kb)., RC
(raiz normal sin transformar), Agr. (cepa de Agrobacterium rhizogenes) H (raiz
transformada a partir de hoja), T (raiz transformada a partir de hipocétilo), R (raiz
transformada a partir de raiz).
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Determinacion de la presencia de acido betulinico en las raices
transformadas a partir de raiz, en tres condiciones de cultivo (luz,

fotoperiodo y oscuridad)
Esta prueba se realizé para poder determinar la produccion de acido betulinico en

las tres condiciones de cultivo y asi continuar con la investigacion en la condicion
de mayor produccién. Para poder establecer la condicién de cultivo idéneo para la
caracterizacion de las lineas de raices, se observé el area formada en los perfiles

cromatograficos donde se detecto el acido betulinico.
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Figura 17. Perfil cromatografo de estandar de
acido betulinico.
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Figura 18. Perfiles cromatografos de muestras de raices transformadas a partir de raiz de
Pentalinon andrieuxii. Las flechas indican la presencia de acido betulinico en las muestras
de raices transformadas a partir de raiz. (F) fotoperiodo, (L) luz continua, (O) oscuridad.

Los perfiles cromatogréficos revelan la presencia de acido betulinico en las raices
transformadas, en todas las condiciones a las que fueron sometidas. (Figura 17 y
Figura 18).

Como se observa en las diferentes areas formadas cuando se detectd el acido
betulinico, la condicién que presenta mayor porcentaje (% area) es la condicion de
fotoperiodo (1.62%), seguido de la condicion de luz continua (1.10%) y por altimo,
la condicién de oscuridad (0.82%) (Tabla 10).

Tabla 10. Contenido de acido betulinico en raiz transformada en diferentes
condiciones de cultivo

Condicién de Area formada

Porcentaje del Concentracion de

cultivo bajo la curva area acido betulinico
(mAU*S)

Fotoperiodo 1074815 1.62% 0.264 mg/g

Luz continua 660610 1.10% 0.057 mg/g

Oscuridad 515052 0.82% 0.0396 mg/g

Con estos resultados se decidio caracterizar las lineas de raices transformadas que
se obtuvieron de los tres tejidos (raiz, hipocotilo y hoja) en la condicién de

fotoperiodo.
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Caracterizacion del crecimiento y la produccién de acido betulinico
de las tres lineas de raices transformadas (hoja, raiz, hipocaétilo).

Figura 19. Crecimiento de las raices transformadas. LCR: linea de raices transformadas a
partir de raiz, LA1H: linea de raices transformadas a partir de hojas, LCT: linea de raices
transformadas a partir de hipocatilo.

Para la caracterizacion de los cultivos de raices transformadas se establecieron
curvas de crecimiento a partir de raices similares a las mostradas en la Figura 19,
a lo largo de 36 dias en cultivo considerando diferentes parametros de crecimiento,
incluyendo el peso fresco, el peso seco, la conductividad del medio de cultivo para
cada una.

Las curvas de crecimiento para las variables peso fresco y peso seco en las tres
lineas de transformacion (LCR, LA1H y LCT) indica que las raices transformadas
de la linea celular hoja (LA1H), fue la que generé mas biomasa; inicié con un peso
fresco en promedio de 2.15 g y alcanz6 en promedio 6.68 g (Figura 20, Tabla 11)
con base en su peso seco inicio en 0.189 g en promedio y alcanzé 0.587 g en

promedio (Figura 21, Tabla 12).
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Figura 20. Grafica del peso fresco durante los diferentes dias de cultivo (0-36 dias) de las
tres lineas de raices de P. andrieuxii bajo estudio. LCT, LA1H y LCR son medias de tres

replicas (n=3).

Tabla 11. Registro de peso fresco, en tres lineas de raices transformadas de
Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin. Los datos presentados son
medias de tres repeticiones + error estandar.

Dias de cultivo

0
6
12
18
24
30

36

LCT

2.06+0.027
4.39+0.201
4.28+0.244
4.30+0.288
5.41+0.642
6.45+0.431

5.83+0.888

LA1IH

2.15+0.010
4.50+0.263
5.10+0.564
5.81+0.370
6.67+0.410
6.68+0.886

6.59+0.151

2.25+0.050
4.13+0.320
4.51+0.427
4.49+0.518
4.62+0.951
5.58+0.481

5.33+0.330
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Figura 21. Gréfica del peso seco durante los diferentes dias de cultivo (0-36 dias) de las
tres lineas de raices de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin bajo
estudio. LCT, LA1H y LCR son medias de tres replicas (n= 3).

Tabla 12. Registro de peso seco, en tres lineas de raices transformadas de
Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin. Los datos presentados son
medias de tres repeticiones + error estandar.

Dias de cultivo

0
6
12
18
24
30

36

LCT

0.189+0.007
0.231+0.014
0.293+0.068
0.332+0.074
0.381+0.054
0.375+0.039

0.334+0.017

LA1H

0.189+0.005
0.342+0.029
0.449+0.045
0.455+0.013
0.469+0.098
0.587+0.083

0.574+0.026

LCR

0.196+0.010
0.275+0.062
0.384+0.020
0.395+0.022
0.395+0.085
0.433+0.096

0.417+0.070

El gréfico de conductividad, indica que hay una disminucion de sales en el medio de

cultivo, lo que revela que las raices estan aprovechando el medio de cultivo (Figura

22).
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Conductividad del medio de cultivo

Il

HA

HH
HiH

Conductividad (S)
O R N W b U1 OO N
!
i

0 6 12 18 24 30 36
Dias de cultivo

LCT LA1H LCR

Figura 22. Conductividad del medio durante los diferentes dias de cultivo (3-36 dias) de las
tres lineas de raices de P. andrieuxii bajo estudio. LCT, LA1H y LCR son medias de tres
replicas (n= 3). Se puede observar que las raices transformadas aprovechan los nutrientes
del medio de cultivo PC.

La linea LA1H (hoja), presentd un crecimiento continuo durante los 36 dias de
cultivo y la mayor produccién de biomasa con respecto a las otras lineas, obteniendo
un indice de crecimiento de 2.07 y un tiempo de duplicacion de 22.26 en peso fresco
(Tabla 13).

Tabla 13 Indice de crecimiento, tasa de crecimiento especifico y tiempo de
duplicacion de las lineas de raices en peso fresco.

LAIHB LCTB LCRA

indice de crecimiento 2.07 1.83  1.37
Tasa de crecimiento especifico 0.031 0.029 0.024
Tiempo de duplicacion 22.26 23.98 28.89

Los calculos para los datos obtenidos mediante la curva de peso seco, expresan
gue las lineas LA1H (hoja) y LCR (raiz) presentan un indice de crecimiento de 2.045
y 1.126 (Tabla 14) respectivamente. Por lo que se eligi6 la linea LA1H B para la
prueba de elicitacién con diferentes concentraciones (100 uM y 200 uM) de acido

salicilico y metil jasmonato.
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Tabla 14. indice de crecimiento, tasa de crecimiento especifico y tiempo de
duplicacion de las lineas de raices transformadas: LA1H, LCT y LCR en peso seco.

LAIHB LCTB LCRA

indice de crecimiento 2.045 0.767 1.126
Tasa de crecimiento especifico 0.031 0.016 0.021
Tiempo de duplicacion 22.41 43.85 33.08

Produccion de acido betulinico

Los datos de la concentracion de &cido betulinico de las raices transformadas a
partir de raiz, (por ser la linea de raices con las cuales se conto con mayor cantidad),
se compararon con los datos reportados por Hiebert-Giesbrecht, 2015, quienes
reportan 0.5 a 0.9 mg/g, sobre la produccion de acido betulinico en la planta tipo
silvestre de Pentalinon andrieuxii (Mdll. Arg.) Hansen & Wunderlin. A los 30 dias de
cultivo, se observa que la produccion de &cido betulinico de las raices
transformadas es: 0.264 mg/g, 0.057 mg/g y 0.0396 mg/g en condiciones de
fotoperiodo, luz continua y oscuridad, respectivamente, menor en comparacion con
lo reportado por Hiebert-Giesbrecht, 2015 en la planta tipo silvestre (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacién de la concentracion de acido betulinico en la LCR con lo
reportado por Hiebert-Giesbrecht, 2015

Contenido de acido betulinico mg/g de peso seco
Pentalinon andrieuxii (silvestre) (Hiebert-Giesbrecht, | 0.5 a 0.9 mg/g
2015)

Linea de Raiz (LCR) fotoperiodo 0.264 mg/g
Linea de Raiz (LCR) luz continua 0.057 mg/g
Linea de Raiz (LCR) oscuridad 0.0396 mg/g

Debido a que los resultados para la concentracion de &cido betulinico reportados
Hiebert-Giesbrecht, 2015, proceden de una planta tipo silvestre no floreciendo, en
este trabajo se realizaron cuantificaciones de acido betulinico a diferentes tejidos de
una planta de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin en floracion,
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intentando determinar el tipo de tejido donde este metabolito se acumula en mayor

concentracion (Tabla 16).

Tabla 16. Contenido de acido betulinico en diferentes tejidos de Pentalinon
andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin.

Tejidos Concentracion de acido
betulinico (mg/g de peso
Seco)
Hojas 0.44
Flores 0.20
Botones 0.14
Hipocétilo 1.29
Raiz adventicia 2.29
Raiz principal 2.13

(Promedio de 3 repeticiones)
La cinética de cuantificacion de &cido betulinico en las muestras de raices
liofilizadas, muestra que la fase estacionaria de produccién la alcanzan las tres
lineas (LA1H, LCT y LCR) en el dia 30 del cultivo, asi como que, en este, la linea
LA1H tuvo la mayor produccion (0.432 mg/g ps). Después de dicha fase
estacionaria, inicié el proceso de declinacion de la produccion de acido betulinico
(Figura 23 y Tabla 17).
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Figura 23. Produccién de &cido betulinico de 3 lineas de raices transformadas de
Pentalinon andrieuxii (MUll. Arg.) Hansen & Wunderlin durante 36 dias. LCT, LA1H y
LCR son medias de tres replicas (n= 3).

Tabla 17. Concentracion en mg de acido betulinico/g de peso seco, en tres lineas
de raices transformadas de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin.
Los datos presentados son medias de tres repeticiones + error estandar.

Dias de cultivo

LCT

LA1IH

LCR

0 0.123+0.0169 0.147+0.0059 0.132+0.0205

6 0.234+0.0035 0.275£0.0490 0.263+0.0266
12 0.254+0.0203 0.280+0.0549 0.285+0.0470
18 0.305+0.0052 0.350+0.0383 0.306+0.0621
24 0.342+0.0296 0.365+0.0281 0.333+0.0270
30 0.419+0.0295 0.432+0.0353 0.395+0.0210
36 0.381+0.0500 0.395+0.0603 0.358+0.0471

De acuerdo con estos resultados, el dia 30 de cultivo y las raices transformadas de

la linea LA1H, se seleccionaron para evaluar los efectos del acido salicilico y

jasmonato de metilo como elicitores.
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Efecto del uso de elicitores sobre la produccién de acido
betulinico.

Para la elicitacion de las raices transformadas se utilizo la linea LA1H y un control
(raiz transformada sin tratamiento). A los cuales se afiadio diferentes
concentraciones de los elicitores: 100 uM y 200 uM de ASA (acido salicilico) y 100

UMy 200 uM de MeJa (jasmonato de metilo) con 3 réplicas de cada uno.

Tres dias después de la elicitacion, las muestras tratadas con elicitores sufrieron
una disminucién en la concentracién de acido betulinico (Figura 24). Seis dias
después de la elicitacion, en todos los tratamientos se observaron incrementos en
la produccién de &cido betulinico, aunque unicamente la aplicacion de 200uM de
MeJa, mostré niveles superiores al control (Figura 25). Nueve dias después de la
elicitacion, destaca que los tratamientos con 200 uM de MeJa y ASA favorecieron
la produccion de &cido betulinico por arriba de la condiciéon control (Figura 26),
siendo el MeJa el mejor tratamiento para estos fines (0.804 mg). El promedio de los

efectos de los elicitores a lo largo de 9 dias de elicitacion se muestra en la Tabla 18.

Produccion de acido betulinico de la linea LA1H
después de la elicitacion (dia 33 de cultivo).
0.6
0.5

0.4

0.3
0.
SRR N
0

100 pM SA 200pMSA  100pM MJ 200 pM MJ
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mg de acido betulinico/g peso seco
[

Tratamientos

Figura 24. Produccién de &cido betulinico de la linea LA1H raiz transformada a partir
de hoja de Pentalinon andrieuxii (MUll. Arg.) Hansen & Wunderlin después de 3 dias
de la elicitacién (dia 33 de cultivo). Los tratamientos son medias de tres replicas
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(n=3) Nota; s/e: sin elicitor raiz transformada sin tratamiento. Los datos presentados
son las medias de tres repeticiones + error estandar.

Produccion de acido betulinico de la linea LA1H
después de la elicitacion (dia 36 de cultivo).
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Figura 25. Produccion de acido betulinico de la linea LA1H raiz transformada a partir
de hoja de Pentalinon andrieuxii (MUll. Arg.) Hansen & Wunderlin después de 6 dias
de la elicitacion (dia 36 de cultivo). Los tratamientos son medias de tres replicas
(n=3). Nota: s/e: sin elicitor raiz transformada sin tratamiento. Los datos presentados
son las medias de tres repeticiones + error estandar.

Produccidn de acido betulinico de la linea LA1H
después de la elicitacion (dia 39 de cultivo).
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Figura 26. Produccion de &cido betulinico de la linea LA1H raiz transformada a
partir de hoja de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen & Wunderlin después de
9 dias de la elicitacion (dia 39 de cultivo). Los tratamientos son medias de tres
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replicas (n=3). Nota: s/e: sin elicitor raiz transformada sin tratamiento. Los datos
presentados son las medias de tres repeticiones + error estandar.

Tabla 18. Promedios de produccién de acido betulinico en tres lineas de raices
transformadas a partir de hoja de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.) Hansen &

Wunderlin post-elicitacion (mg de acido betulinico/g de peso seco).

Dias de Elicitacion
Concentracién (mg/ g 3 6 9
ps)*
Sin elicitor 0.44+0.05 0.58+0.04 0.43+0.03
100 uM SA 0.16%0.03 0.46+0.03 0.27+0.01
200 uM SA 0.17+0.009 0.36%0.029 0.58+0.04
100 pM MJ 0.18+0.01 0.33+0.021 0.43+0.03
200 uM MJ 0.29+0.07 0.80+0.05 0.66+0.04

Los datos presentados son las medias de tres repeticiones * error estandar. Los
datos fueron obtenidos atravez de HPLC, el acido betulinico fue identificado usando
los tiempos de retencion conocidos de estandares.
*mg de acido betulinico/g de peso seco.
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CAPITULO IV
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Discusion general

Al inicio de este trabajo se plantearon como objetivos obtener diferentes lineas de
raices transformadas de P. andriuxii con el fin de utilizarlas como una fuente para la
produccion de acido betulinico, un compuesto con diversas aplicaciones
medicinales. Contando con esas lineas, éstas se expondrian a condiciones de
iluminacion diferentes, ya que esto afecta la acumulacion del metabolito. Una vez
seleccionadas las condiciones de cultivo (iluminacién) en que se produce la mayor
cantidad de acido betulinico, se traté de aumentar ain mas la produccién mediante
la aplicacién de elicitores del metabolismo secundario.

De este modo, la primera fase consisti6 en experimentos de infeccion de los
explantes con A. rhizogenes. La frecuencia de infeccién que se obtuvo con la cepa
ATCC15834 fue de 21.42% en el explante de hoja mediante un proceso de
transformacion en agitacion sin la aplicacion de vacio, hipocétilo 45% vy raiz de
14.28%. Comparando nuestros resultados con los promedios de frecuencia de
infeccidn reportados por May-Mendoza (2016) de los tres procesos realizados para
la cepa ATCC15834, estos no coinciden, ya que ella reporta que para el explante
de hoja fue del 11.3%, hipocétilo 6.3% y raiz 0%, valores bajos debido a que los
explantes presentaron necrosis y contaminacion fungica. Sandoval Antinez (2014),
trabajé con la misma cepa infectando los explantes de hoja, raiz e hipocotilo,
observando el crecimiento de raices peludas a partir de seis semanas de
transformados, logrando obtener dos lineas transformadas a partir de hipocatilo,
seis lineas a partir de hoja y ninguna linea a partir de raiz; estos resultados coinciden
parcialmente con la presente investigacion, en la que se lograron recuperar 22
lineas de raices transformadas a partir de hipocaétilo, seis lineas a partir de hojay 3
lineas a partir de raiz. Existen trabajos donde se reportan diferentes frecuencias de
infeccion con cepas de Agrobacterium rhizogenes, se ha reportado la induccion de
la raiz en Rubia akane Nakai (Lee et al., 2010) donde con la cepa R1601 se obtuvo
la mayor frecuencia de infeccion (85.6%) asi como la induccién de raices en
Berberis aristata DC (Brijwal & Tamta, 2015) (61.11 %); Platycodon grandiflorum
(Park et al., 2011) (87.5%).
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Con respecto al indice de crecimiento, aqui se reporta de 2.12% (peso fresco) que
es menor que lo reportado por Sandoval Antinez 2014, quien obtuvo un crecimiento
continuo de una linea, durante los 45 dias de cultivo y la mayor produccion de
biomasa con respecto a las otras lineas (5.66%), dato menor que el reportado por
May-Mendoza, 2016, quien obtuvo un indice de crecimiento de 12.03% en

condiciones de luz continua en funcion a su peso fresco.

Sobre las condiciones de iluminacién ensayadas, se observé que la condicion de
mayor producciéon de acido betulinico es la de fotoperiodo (0.264 mg/g), la cual se
eligi6 como la éptima, seguido de la condicién de luz continua (0.057 mg/g) y la
condicion de oscuridad (0.0396 mg/g). Los resultados conseguidos en el cultivo de
raices transformadas de Pentalinon andrieuxii (Mill. Arg.) Hansen & Wunderlin,
obtenidas a partir de hoja, indican que a partir del dia 30 del cultivo se produce 0.432
mg de &cido betulinico/g peso seco, en la condicion de fotoperiodo. Dentro de los
trabajos reportados con respecto a la produccién de acido betulinico en modelos in
vitro, se cuenta con el uso de biotransformacion con hongos y bacterias (Chen et
al., 2009 b; Chatterjee et al., 2000); la biotransformacion fungica a partir de 100g de
corteza pulverizada de Platanus orientalis arrojé datos de 0.69 g de acido betulinico
(Bastos et al., 2007); Zhang et al., (2005) lograron 21% de &cido betulinico a partir
de 200mg de extracto crudo empleando biotransformacion con Nocarida sp.; la
determinacién en extracto de corteza de abedul blanco (1.86% de 20g de extracto
crudo) (Zhao et al., 2007) y un método de sintesis (Csuk et al., 2006). En cultivo de
suspensiones celulares de Lantana camara L. se ha reportado la acumulacion de
triterpenos pentaciclicos (entre ellos acido betulinico) alcanzando valores de 3.1%
de acido betulinico a partir de 50g de masa celular (Srivastava et al., 2010);
adicionalmente, Fan et al., 2013 evaluaron el efecto de elicitores fungicos
(Phomopsis sp) en cultivos de Betula platyphylla para la produccion de triterpenos

desde un enfoque molecular haciendo cuantificaciones por PCR cuantitativo.

Finalmente, es interesante observar que en el trabajo reportado por Sandoval-
Antunez C, 2014 no se logr6 aumentar la concentracion de acido betulinico en los
cultivos de raices transformadas de P. andrieuxii tras haber sido sometidos a
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tratamientos con los elicitores acido jasmodnico y sulfato de vanadilo. En este trabajo,
se obtiene una respuesta positiva en las raices transformadas donde se observé un
aumento de 28% (0.804 mg de acido betulinico/gps) en la concentracion de acido
betulinico con una concentracion de 200 puM del jasmonato de metilo en
comparacion con la raiz control (raiz transformada sin tratamiento; 0.579 mg de
acido betulinico/gps). De acuerdo con los reportes que se tienen sobre estudios
realizados sobre el efecto negativo que se provoca con el jasmonato de metilo en
cultivos celulares durante la fase tardia en Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip.
(durante un periodo de 10 dias lo que corresponde a su fase tardia) (Stojakowska
et al., 2002) y Centella asiatica (L.) Urban. (30 dias que corresponde a su fase
tardia) (Kim et al., 2007). Ademas, la estrategia de uso de elicitores en una fase
exponencial tardia (20 dias) empleada por Savitha et al., 2006 para aumentar la
produccion de betalaina en el cultivo de raices peludas de Beta vulgaris. (Kuzma,
et al., 2009), son elementos que permitieron fundamentar en la presente
investigacion, la eleccion del dia 30 como el periodo éptimo (fase tardia) para llevar
a cabo la elicitacion de raices transformadas de Pentalinon andrieuxii (Mull. Arg.)
Hansen & Wunderlin. Respecto a la efectividad de los elicitores usados en este
trabajo, se debe destacar que el tratamiento con una concentracion de 200 uM de
jasmonato de metilo fue mejor (0.804 mg) en comparacion con la raiz transformada
sin tratamiento (0.579 mg) que mantuvo sus niveles de produccion por encima del
control (raiz transformada sin tratamiento). Los resultados coinciden con los
obtenidos por Giri & Zaheer, 2016, quienes mencionan que en el dia 36 del cultivo,
el mejor elicitor para obtener un mejoramiento en la produccion del metabolito de
interés es el jasmonato de metilo a una concentracion de 200 pM. También se
observo que a partir del dia 39, la concentracion de 200 uM de jasmonato de metilo
(0.657 mg de &cido betulinico/gps) y la concentracién de 200 uM de acido salicilico
(0.584 mg de acido betulinico/gps), se encuentran por encima del control sin elicitor
(0.425 mg de acido betulinico/ gps). Se ha reportado en diferentes estudios el uso
de elicitores en diferentes tipos de cultivos; (Alsoufi et al., 2019), sometieron dos
lineas de cultivo de raices pilosas de Caléndula officinalis, obtenidas como resultado

de la transformacion con la cepa ATCC 15834 de Agrobacterium rhizogenes de tipo

74



silvestre, a la elicitacién con acido jasmonico y quitosano, en el contexto de la
posible estimulacion de la biosintesis, acumulacion y secrecion de triterpenoides.
Se encontré que el acido jasmonico es un inductor muy efectivo, aumentando tanto
la acumulacion de saponinas del acido oleandlico en el tejido de la raiz pilosas
(hasta 20 veces) como, en particular, la secrecién de estos compuestos al medio
(hasta 113 veces). Sin embargo, también promovio la inhibicion en la biosintesis y
la acumulacion de esteroles (aproximadamente en un 60%) con algunas
alteraciones de su perfil. Los resultados obtenidos sugieren que la respuesta
metabdlica de las raices pilosas de C. officinalis a la elicitacion con una hormona
del estrés de las plantas, el &cido jasmonico, incluye la estimulacion de la biosintesis
y la posterior secrecion de triterpenoides pentaciclicos secundarios (considerados
como metabolitos de defensa) y la inhibicibn simultdnea de la biosintesis de
metabolitos primarios, esteroles. Se ha demostrado que el jasmonato de metilo es
eficaz para aumentar la biosintesis de varios triterpenoides, por ejemplo, acidos
oleandlicos y ursalicos en cultivos en suspension de Datura innoxia, Luffa cylindrica,
Lycopersicon esculentum y Uncaria tomentosa (Flores-Sanchez et al., 2002). En la
mayoria de estos experimentos, la acumulacion méxima de triterpenoides
pentaciclicos coincidié con la biosintesis de esteroles cesada. MeJA estimulé de
manera efectiva la produccion de varias saponinas, por ejemplo, glicirricina en
cultivos de células de Glycyrrhiza glabra, saikosaponina en raices adventicias de
Bupleurum falcatum y soyasaponina en cultivos de suspension de células de
Medicago truncatula (Choi et al., 2005; Suzuki et al., 2005). El analisis de M.
truncatula, también revel6 que el tratamiento con jasmonato de metilo produjo una
induccién de 50 veces de los transcritos que codifican la B-amirina sintasa (3-AS).
Los estudios mas extensos se dedicaron a las saponinas que se producen en el
ginseng Panax spp (también conocido como ginsendésidos). MeJA ha sido probado
en un amplio rango de concentraciones, en ausencia o en presencia de otros
elicitores, en cultivos adventicios y de raices pilosas de Panax ginseng, produciendo
un aumento, varias veces mayor en la produccion de ginsendésidos (Kim et al., 2007;
Wang & Wu, 2013). Se ha reportado los efectos del jasmonato de metilo y el acido

salicilico en el crecimiento y produccion de glicirricina en las raices de plantas
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cultivadas in vitro de Glycyrrhiza glabra. (Shabani et al., 2009). Las cantidades
crecientes de glicirricina en las raices tratadas con MeJa inhibieron el crecimiento
de las raices, mientras que el AS aumenté la cantidad de glicirricina sin efectos
negativos sobre el crecimiento. El tratamiento de las plantulas con 0.1-2 mM de
MeJday 0.1y 1 mM de AS aumento la produccion de glicirricina en 3.8 y 4.1 veces,
respectivamente, en comparacion con los controles. Cultivos de raices adventicias
derivadas de callos a partir de hojas de Withania somnifera (L.) Dunal se trataron
con metil jasmonato y acido salicilico independientemente. Entre los dos elicitores,
el acido salicilico mejoro la produccion de los principales withanolidos (withanolido
A, withanolido B, withaferin A y withanona), asi como sus constituyentes menores
(12-deoxi-withastramonolido, withanosido V, y withanosido V) (Sivanandhan et al.,
2012).
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CAPITULO V
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Conclusiones

Con base en los resultados de esta investigacion se concluye que se acepta la

hipétesis planteada ya qué:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Se logro la induccion de raices transformadas a partir de tres explantes (hoja,
hipocétilo y raiz) de plantulas germinadas in vitro de P. andrieuxii via
transformacion con A. rhizogenes (cepa ATCC15834-RFP).

Derivado de este proceso, actualmente en el laboratorio se cuenta con 22
lineas de raices transformadas a partir de hipocétilo, 6 lineas transformadas
a partir de hoja y 3 lineas transformadas a partir de raiz.

La naturaleza transgénica de las lineas de raices generadas en este trabajo
se corroboré mediante la amplificacion por PCR del gen rolC partir del ADN
gendmico.

La condicién de fotoperiodo es la mas adecuada para mantener los cultivos
de raices transformadas de P. andrieuxii.

El dia 30 de cultivo, donde en promedio la produccion de biomasa llega a
0.264 mg/g ps, es el mas adecuado para la incorporacion de elicitores que
permitan elevar la produccion de acido betulinico, que sin elicitar en ese
momento alcanza una produccion de 0.4306 mg/g ps.

La induccién con jasmonato de metilo a una concentracién de 200 pM, a los
6 y 9 dias de su aplicacion, incrementd en un 39 y en un 54%,
respectivamente, la produccion de acido betulinico en raices transformadas
de P. andrieuxii.

La induccidén con acido salicilico a una concentracion de 200 uM alos 6 y 9
dias de su aplicacién, causo una disminucién del 38% y un incremento del
37%, respectivamente, en la produccion de acido betulinico en raices

transformadas de P. andrieuxii.

De este modo, los objetivos planteados al inicio del trabajo se alcanzaron de manera

satisfactoria.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten proponer alternativas para el uso

de las raices transformadas de P. andrieuxii para la produccion de acido betulinico.

Algunas son las siguientes:

1. Realizar pruebas con el elicitor Jasmonato de Metilo a diferentes
concentraciones, para intentar mejorar sus efectos positivos sobre la
produccion de acido betulinico.

2. Evaluar el efecto de otros elicitores bidticos y/o abioticos, sobre la produccion
tanto de acido betulinico, como de otros metabolitos de interés comercial,
como el urechitol, producidos por P. andrieuxii.

3. Promover e implementar la produccién de acido betulinico en el sistema de
raices transformadas a escala comercial, como una alternativa que permita
evitar la sobreexplotacion de las especies endémicas para favorecer su

conservacion.
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