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descarboxilacion de la tirosina y su derivado hidroxilado,
dihidroxifenilalanina (DOPA), formando sus correspondientes aminas
(Maldonado-Mendoza et al., 1996; Facchini et al., 1996; Facchini y De Luca,
1994). Sin embargo, en especies no productoras de ABI’s, las reacciones
de hidroxilacién de tirosina y tiramina para formar DOPA y dopamina
respectivamente, requieren la participacion de una tirosinasa/polifenol
oxidasa (PPO) (Gandia Herrero et al.,, 2005). Las PPO’s tienen dos
actividades por que, ademdas de las reacciones ya descritas, también
pueden catalizar la oxidacion de DOPA y dopamina, formando sus
correspondientes quinonas, compuestos que tienen propiedades
antimicrobianas (Balazova et al., 2002) y que pueden polimerizarse para
formar melanina o compuestos relacionados (Mason 1948).

Tanto la TyDC como la PPO se inducen en diferentes especies en
respuesta a patdégenos y heridas mecanicas, entre otros estimulos. Estos
eventos parecen involucrar la participacion de moléculas senales como los
jasmonatos (Facchini et al., 1996a; Constabel et al., 1995; 2000; Park et al,,
1999). Sin embargo, debemos tomar en cuenta que, ademds de su
participacién en la sintesis de ABIl's, la TyDC también participa en otros
mecanismos de defensa (Kawalleck et al.,, 1993; Trezzini et al., 1993) que
incluyen la formacion de amidas derivadas del acido hidroxicindmico. Estas
se forman mediante la transferencia de los acidos hidroxicinamicos de los
esteres de hidroxicinamoil-CoA (como el coumaroil y feruloil-CoA), a las
hidroxifenetilaminas, como la tiramina, el producto de la descarboxilacion de
tirosina (Yu and Facchini, 1999; Facchini, 1998; Guillet and De Luca, 2005).

Debido a la participacién versatil de estas enzimas en la biosintesis
de diversos metabolitos secundarios, es posible que sean un punto
importante de regulacién que debe tomarse en cuenta durante el estudio de
la biosintesis de los ABI’s. Por ello, en el presente trabajo se propuso iniciar
su estudio mediante la caracterizacién molecular de la TyDC y la PPO de A.
mexicana. cuyos ADNc correspondientes se identificaron como secuencias
cortas de expresion (EST’'s: Expression Sequence Tags) a partir de una
biblioteca construida con ARN de callos de A. mexicana. Ambas clonas
tuvieron marcos de lectura abiertos completos dentro de los cuales se
identificaron los dominios caracteristicos para cada una de estas enzimas.
Se determind que A. mexicana posee un bajo nimero de copias de ambos
genes, los cuales se expresan abundantemente en los diferentes tejidos de

6












altamente productoras del metabolito de interés, © promoviendo su
acumulacién mediante la aplicacion de inductores del metabolismo
secundario (Marques & Brodelius, 1988a,b; Facchini et al., 1996; Facchini,
1998). Sin embargo, es importante que la estrategia empleada para inducir
la acumulacién del metabolito de interés no debe incrementar la produccion
de compuestos no deseables, por ejemplo, fenoles, debido a que se ha
reportado que en algunas plantas medicinales, cuyos propiedades curativas
se relacionan con alcaloides u otros metabolitos diferentes a los fenoles,
estos Ultimos pueden afectar sus propiedades especificas (Lovkova et al.,
2001). Oftra estrategia es la aplicacién de la ingenieria metabdlica que
pretende la manipulacién de genes regulatorios o bien, el bloqueo de rutas
alternas que impidan el desvio de esqueletos carbonados de los
compuestos de interés, asi como el bloqueo del catabolismo (Verpoorte et
al., 1994). El empleo de estas estrategias requiere de un conocimiento de
las rutas biosintéticas a nivel de productos, de las enzimas y los genes
involucrados; asi como, la regulacion a todos estos niveles, incluyendo
aspectos de compartamentalizacion y transporte, lo que limitaria su
aplicacién a un nimero reducido de plantas (Fiehn & Weckwerth, 2003).

De esta manera, los estudios bioquimicos sobre la sintesis de los
compuestos que funcionan como los principios activos en las plantas
medicinales de una regién permitirian el mejor empleo de estos valiosos
recursos. En la peninsula de Yucatan se dispone de un amplio acervo de
plantas medicinales. Se estima que cerca del 30 % de las mas de 2500
plantas vasculares de la peninsula (alrededor de 750 especies) tienen usos
medicinales (Méndez & Duran, 2009). Entre estas plantas, se enlistan
remedios para diferentes enfermedades respiratorias, gastrointestinales,
cutaneas, etc. Una de las plantas que se reconoce por sus propiedades
medicinales es Argemone mexicana L, comunmente llamada cardosanto
(Siddiqui et al., 2002). Esta planta puede deber sus propiedades
medicinales a su composicién quimica, principalmente a los alcaloides que
acumula.

1.1.2. Argemone mexicana

Argemone mexicana (Fig. 1.1) es una planta que pertenece a la
familia Papaveraceae, con una larga historia en la medicina tradicional
mexicana. Distintas preparaciones de esta planta se han utilizado en el
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interés particular debido a que presentan ciertas actividades fisiologicas en
animales y humanos que se pueden aprovechar en el disefio de
medicamentos (Roberts & Wink, 1998). Algunos alcaloides con estas
caracteristicas, asi como las plantas que los producen se presentan en la
Figura 1.2

Los metabolitos secundarios y en particular los alcaloides, son de
gran interés, entre otros estudios, para la ingenieria metabdlica, la cual
busca incrementar la produccibn de estos compuestos para su
aprovechamiento comercial (Verpoorte et al. 1999). Sin embargo, para
aplicarla es necesario un buen entendimiento de la bioquimica y de la
regulacion de las rutas de sintesis.
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1.1.5. BIOSINTESIS DE ALCALOIDES

La mawnria da |os alcaloides se sintetizan a partir de ciertos
aminoacido: gar a familias de estos compuestos. Por ejemplo, los
alcaloides ., se forman a partir de arg lornitina y los
monoterpén indoélicos se forman a partir del triptofano, entre otras familias
(Facchini, 2001). Fn neneral |as reacciones iniciales de las diversas rutas

de sintesis de alc rolucran la descarboxilacion _ > desaminacion
de los aminoacido: 2 se forman. Estas reacciones se llevan a cabo
mediante la partic......... -2 enzimas como la fenilalanina amonio-liasa

(PAL; EC 4.3.1.5) que dirige a la fenilalanina hacia la biosintesis de
fenilpropanoides, catalizando su conveio.un en acido transcinamico
(Hahibrock & Scheel, 1989). Otro ejemplo es la triptofano descarboxilasa
(TDC; EC 4.1.1.28), que convierte al triptofano en triptamina, dirigiéndolo
hacia el metabolismo de los alcaloides monoterpen-inddlicos (Waller &
Dermer, 1981). De igual forma, la tirosina descarboxilasa (TyDC; EC
4.1.1.25) es la enzima que dirine a Ia tirncina hacia la biosintesis de los

ABI's (Facchini et al., 1996: Jrodelius, 1988a). Estos tres
aminoacidos son productos d kima*- “*'-mann & Weaver,
1999) y sélo son sintetizados Ticro TNos mientras que
los animale: leben obtenerlc. .. cu wicw, YA ¢ ecen de esta via

metabdlica. El shikimato, proviene de la condensac.uii uer fosfoenol piruvato
(PEP), que se origina de la glucdlis’- con la eritrosa-4-fosfato (E4P), de la
via de las pentosas fosfato (Figua 1.3). El shikimato se convierte en
corismato en tres pasos en los cuales se incorporan tres atomos de carbono
provenientes de otra molécula de fosfoenol piruvato. Posteriormente, el
corismato puede ser rnnvertido en antranilato, dirigiendose a la sintesis de
triptofano, o bi~~ ser *-nsformado en prefenato que es el precursor
de la biosintes g .wwula@nina y tirosina (Fig. 1.3). La particinacion de PAL,
TDC y Tyl jonvierte a cada -minoacido aromat en el primer
intermediaric pai > '2 sintesis de diversns metabolitos (Gt et al., 2000).
Debido a que es.as enzimas operan ..) la interfase entre el metabolismo
primario y secundario, se ha sugerido que podrian representar puntos
claves de regulacion en la biosintesis de estos compuestos (Facchini et al.,
2000)
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descarboxilasas de aminoacidos aromaticos de las plantas, el gen que
codifica la TDC fue el primero en ser clonado (De Luca et al., 1989), y
subsecuentes trabajos han reportado que esta enzima tiene un patrén de
regulaciéon complejo tanto a nivel transcripcional (Pasquali et al., 1992; Noe
et al., 1984), como post-transcripcional y post-traduccional (Fernandez & De
Luca, 1994). Por su parte, se ha sugerido que la TyDC podria suministrar el
precursor de una clase ubicua de metabolitos de defensa de las plantas
(Kawalleck et al.,, 1993; Trezzini et al., 1993), ademas de participar en la
biosintesis de los ABI’s (Facchini et al., 1996a). Sin embargo, se conoce
relativamente poco acerca de su regulacion y del papel que juega en los
mecanismos de defensa de las plantas.

1.1.6. ALCALOIDES BENCILISOQUINOLINICOS (ABI's)

Los ABI son derivados de dos unidades de tirosina que, después de
ser modificados se condensan formando un intermediario central que da
lugar los diferentes subgrupos que incluyen a las benzofenantridinas, como
la sanguinarina y la macarpina (Kutchan & Zenk, 1993), los alcaloides
protoberberina, como berberina y palmitina (Hashimoto y Yamada, 1994) y,
finalmente los alcaloides morfinanos, como la morfina y la codeina (Rueffer
& Zenk, 1987). Mas de 2,500 alcaloides de este tipo han sido identificados
en las familias del superorden de las Magnoliiflorae (Annonaceae,
Eupomatiaceae, Aristochiaceae, Laureceae, Monimiaceae,
Nelumbonaceae) y de las Ranunculifiorae (Berberidaceae, Ranunculaceae,
Menispermaceae, Fumariaceae, Papaveraceae) (Facchini et al., 2000). La
actividad farmacolégica de los ABI's los hace utiles en el tratamiento de
diversas afecciones humanas. Por ejemplo, la morfina tiene eficacia como
analgésico, la colchicina provoca la disrupcion de los microtabulos y la (+)-
tubocurarina es un bloqueador neuromuscular (Wink, 1998). Esto sugiere
que también funcionan en las plantas como protectores contra el ataque de
herbivoros. La propiedad antimicrobiana de la sanguinarina y de la
berberina sugiere que pueden conferir proteccién a la planta contra
microorganismos (Schmeller et al.,, 1997). P. somniferum, como muchas
plantas, invierten considerables recursos para la produccion de estos
alcaloides, lo que sugiere que estos componentes juegan un papel esencial
y fisiolégico dentro de la misma (Dixon, 2001).
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Figura 1.4. Biosintesis de los ABI’s, formacién de norcoclaurina a partir de
dos moléculas de tirosina. Se presentan las dos rutas propuestas para la
formacién de dopamina y 4-hidroxifenilacetaldehido. TyDC: tirosina
descarboxilasa, NCS: norcoclaurina sintasa, MAQO: monoamine oxidase
(Facchini et al., 1996a).

Si bien la mayoria de las oxidaciones necesarias para la formacion
de los ABI's son llevadas a cabo por monoxigenasas dependientes de
citocromo P450 (Chou & Kutchan, 1998), la hidroxilacién de tirosina y
tiramina, para producir DOPA y dopamina, respectivamente, parece que
procede por un mecanismo diferente. El proceso de orto-hidroxilacion de
monofenoles, asi como la oxidacién de difenoles que puede formar
melanina y ofros polifenoles, es catalizada por enzimas conocidas como
polifenol oxidasas o tirosinasas (PPQ’s; Selinheimo et al., 2007; Mayer,
2006). De hecho, estas enzimas participan en la sintesis de diversos
metabolitos secundarios. Por ejemplo, catalizan la hidroxilacién de tiramina
para formar dopamina, que en presencia de acido betalamico, forma
dopamina-betaxantina (Gandia Herrero et al., 2005). En las especies
productoras de ABI’s, se han realizado pocos estudios sobre las PPO’s; sin
embargo, existen reportes que sugieren su participacién en esta ruta. El
primer informe sobre la participacion de las PPO en la sintesis de ABI’s
proviene de los afios 70°s, cuando se descubrié que estaban presentes en
la fraccion 1000 x g del latex de P. somniferum (Roberts, 1971). En un
estudio posterior, se evalué su actividad en cultivos celulares de P.
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mientras que la N-metilcoclaurina 3’-hidroxilasa (CYP80B1) es la
responsable de la tercera reaccion (Pauli & Kutchan, 1998). Finalmente, la
4’-hidroxi-N-metilcoclaurina O-metiltrasferasa (4’OMT) lleva a cabo la Gltima
reaccion de esta serie (Sato et al.,, 1994), formandose asi la (S)-reticulina.
La mayoria de las enzimas involucradas en estas vias han sido aisladas, al
igual que los ADNc’s correspondientes y muchas se han purificado (Fig.
1.5).

4-Hidroxifenilace taldehido —————

o NH
Dopamina NCS N
$-Notcoclaurinag
60MT

Hy * "
wCH, “ .:C«, ‘m, L1
C— agp— L T — "y

4oMT CYPB0B1 NMT
"
"

S Reticubna $-FHidront - N Malicodausing S -Coclaunna

N-mebcodaurny

Figura 1.5. Biosintesis de los ABI’s, formacién de reticulita a partir de
norcoclaurina, TyDC: tirosina descarboxilasa. NCS: norcoclaurina sintasa,
6'OMT: norcoclaurina 6-O-metiltransferasa. NMT. N-metiltransferasa,
CYP80B1: N-metilcoclaurina 3-hidroxilasa y 4’OMT: 4-O-metiltransferasa.

1.1.9. RAMIFICACION DE LA RUTA DE BIOSINTESIS DE
LOS ABI'S

Después de la formacion de S-reticulina, la ruta se ramifica dando
lugar a las diferentes estructuras como son los alcaloides tipo
benzofenantridina, los tipo protoberberina y los tipo morfinanos (Fig. 1.6).
Cabe mencionar que esta Ultima clase de alcaloides solo se produce en
algunas especies de género Papaver Yy las investigaciones de las enzimas
que participan en esta rama de la ruta se han basado practicamente en P.
somniferum. Sin embargo, algunas especies relacionadas han resultado
Gtiles para aislar nuevos genes asociados con la sintesis de morfina
(Liscombe and Facchini, 2008).
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1.1.9.2. Sintesis de los alcaloides protoberberina y
benzofenantridina

Estos dos grupos de alcaloides se separan de la sintesis de morfina
pero comparten un paso mas, que consiste en la conversion del grupo N-
metilo de la (S)-reticulina en el componente del puente metilénico de la (S)-
escoulerina, por acciéon de la enzima formadora del puente de la berberina
(BBE; Fig. 1.7; Steffens et al, 1985; Dittrich & Kutchan, 1991; Chou &
Kutchan, 1998; Facchini et al.,, 1996b). Recientemente se clonaron dos
genes que codifican para esta enzima en A. mexicana, uno de los cuales se
expresa en todos los tejidos de la planta, presentando una mayor
acumulaciéon de mensajeros en la hoja, capsula y brote floral, mientras que
el otro tiene un nivel menor de expresion y sus transcritos estan ausentes
en la semilla inmadura (Rubio-Pifia, 2009). En cultivos celulares de E.
californica, la induccion transcripcional y de la actividad la BBE ocurre en
respuesta a la aplicacion de homogenados fungicos (Dittrich & Kutchan,
1991), de igual forma que en cultivos de P. somniferum en los que también
responde al dafio mecanico (Facchini & Park, 2003). Esto indica que la
induccion transcripcional de estas enzimas podria ser un punto clave para la
regulacion de la ruta. Una vez formada la (S)-escoulerina, la ruta vuelve a
ramificarse dando lugar a los dos tipos de alcaloides antes mencionados.
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Para la sintesis de berberina en algunas plantas, especialmente de
las familias Berberidaceae y Ranunculaceae, la (S)-escoulerina es metilada,
en lugar de ser oxidada, por la escoulerina-9-O-metiltransferasa (SOMT),
para producir (S)-tetrahidrocolumbamina (Sato et al., 1993) (Fig. 1.7). El
ADNc de esta enzima ha sido aislado de C. japonica (Takeshita et al.,
1995). El segundo paso involucra la formacion de un puente metilendioxi en
la (s)-tetrahidrocolumbamina, llevada a cabo por la enzima canadina sintasa
(CDS), que es dependiente del citocromo P-450. Finalmente la (S)-
canadina, es oxidada para producir berberina por accién de la (S)-canadina
oxidasa (CDO) en Coptis y Thalictrum o por la (S)- tetrahidroprotoberberina
oxidasa (STOX) en Berberis (Amman et al., 1986).

1.1.10. EXPRESIC)N TEJIDO ESPECIFICA DE LOS GENES
DE LA RUTA DE SINTESIS DE LOS ABI's

En plantas de P. somniferum la abundancia de los transcritos
correspondientes a la mayoria de los genes biosintéticos de algunos
alcaloides, como la sanguinarina y la tebaina, generalmente correlaciona
con la acumulacién de los propios alcaloides (Facchini and De Luca,
1995b). Sin embargo, en T. flavum la acumulaciéon de los transcritos
involucrados en la sintesis de protoberberinas no se corresponde
necesariamente con la acumulacién de la berberina (Samanani et al., 2005).
Por otro lado, al comparar la expresién tejido especifica de estos genes en
ambas especies, se observaron algunas diferencias (Fig. 1.8.). Por ejemplo,
en P. somniferum los transcritos de varios genes fueron detectados en los
diferentes 6rganos. Sin embargo, la mayor acumulacién se presenté en los
tallos y en el botén floral, siendo menor en las hojas (Fig. 1.8A, Facchini &
Park, 2003). Ademas, la acumulacién de los transcritos de la TyDC fue
mayor en la raiz, aunque en este 6rgano dichos transcritos fueron de menor
tamafio a los detectados en los tejidos aéreos. Esto sugiere que
posiblemente corresponden a diferentes miembros de una familia
multigénica (Facchini & De Luca, 1994). Por su parte, en T. flavum los
transcritos de todos los genes, incluyendo a los de TyDC, tienen una mayor
acumulacion en el rizoma (tallo modificado), pero se observa su expresion
en practicamente todos los tejidos, siendo la hoja el sitio de menor
acumulacién (Fig. 1.8B, Samanani et al., 2005). En comparacién con el
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Puesto que la acumulaciéon de ABI's se considerada una respuesta
de defensa y que las reacciones iniciales involucran la modificacién de la
tirosina, en las que participan la TyDC y la PPO, estas enzimas podrian ser
un punto importante de regulacién. De este modo, su estudio a nivel
molecular podria determinar su participacion especifica en la regulacién del
proceso. En este sentido, es importante considerar que la induccién de la
sintesis de alcaloides en respuesta al MeJa y a los homogenados flngicos
requiere la activacion transcripcional de la TyDc y que estos agentes
también promueven la activacion de la PPO en diferentes especies
(Constabel et al., 2000; 1995; Park et al., 1999; Facchini et al., 1996a). No
obstante, los productos de las reacciones que ambas enzimas catalizan no
necesariamente se dirigen hacia la biosintesis de los ABI’s, por lo tanto, es
necesario determinar si la activacién de la expresion de estos genes en A.
mexicana, esta relacionada con la produccion de los metabolitos de interés.

1.1.11. PROPIEDADES BIOQUIMICAS Y MOLECULARES DE
LA TyDC

Por su posicion en la interfase del metabolismo primario vy
secundario, esta enzima que pertenece a la familia de descarboxilasas de
aminoacidos aromaticos, puede tener un papel clave en la regulacion de la
sintesis de ABI’s.

Las descarboxilasas de aminoacidos aromaticos de animales y
plantas presentan similitudes en un gran numero de -caracteristicas,
incluyendo su secuencia de aminoacidos. Sin embargo, en contraste con las
de animales, las de plantas generalmente exhiben una alta especificidad por
sus sustratos (Facchini et al., 2000). La TyDC se ha encontrado en varias
especies y se ha logrado purificar de cultivos celulares de P. somniferum
(Facchini & De Luca, 1994) y de T. rugosum, tratados con inductores
(Marques & Brodelius 1988a). Esta dos especies son productoras de ABI's.
La TyDC de E. californica acepta tirosina y DOPA como sustratos, pero no
fenilalanina ni triptofano (Marques & Brodelius, 1988b). Las preparaciones
de TyDC son muy inestables, incluso a 2° C, lo cual causa la rapida pérdida
de su actividad. Asi, el congelamiento y almacenamiento a —70° C previene
este efecto durante los primeros pasos de purificacién (Marques &
Brodelius, 1988a). Debido a esto, muchos intentos de purificacién de la
TyDC por métodos convencionales no han sido exitosos. Sin embargo,
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1 mM, tanto para tirosina como para DOPA, a pH 7.2 (Facchini & De Luca,
1995a). Asimismo, los valores de V. aparente para la TyDC-1 para la
descarboxitacion de tirosina y DOPA son virtualmente idénticos (0.59 fkat
mg'1). Sin embargo, el valor de V. para la conversion de DOPA en
dopamina por la TyDC-2 fue de 0.21 fkat mg-1, mientras que para la
conversion de tirosina a tiramina fue de 0.12 fkat mg-1 (Facchini & De Luca,
1995). Posteriormente, se reportdé el aislamiento de la TyDC5 de P.
somniferum, que contiene un marco de lectura abierto para 523 residuos
que resulta en una proteina de 57 kDa, con un pl de 5.96. Esta enzima
presentd una actividad especifica de 6.5 £ 0.24 pkat’kg de proteina para la
tirosina, y de 4.16 + 0.51 pkatkg de proteina para la DOPA (Maldonado-
Mendoza et al., 1996). Sin embargo, esta secuencia no pudo ser clasificada
dentro de los dos grupos mencionados anteriormente, ya que presentd
similitudes significativas con ambos grupos (86 y 75 % para TyDC1y TyDC
2 respectivamente; (Maldonado-Mendoza et al., 1996; Facchini & De Luca,
1995b.

1.1.11.1. Otras funciones de la TyDC en plantas

Se han descubierto genes para TyDC en perejii (Petroselinum
crispum), y éstos son inducibles en respuesta a un inductor fingico
{Kawalleck et al., 1993). Debido a que esta especie no produce ABI’s, se ha
sugerido que la TyDC podria tener un papel en la produccion de una clase
ubicua de metabolitos de defensa (Kawalleck et al. 1993). Ademas, en las
suspensiones celulares de perejil tratadas con un inductor fungico se
presentd un incremento coordinado entre la actividad de la TyDC vy la de
PAL (Kawalleck et al. 1993). En hojas de tabaco, la actividad de TyDC se
incrementa marcadamente en paralelo con la actividad de la ornitina
descarboxilasa, durante la reaccion hipersensitiva al virus del mosaico del
tabaco (Negrel et al., 1984). Lo anterior, sugiere que la TyDC podria ser un
punto de regulacion para la biosintesis diversos metabolitos secundarios,
actuando en combinacién con enzimas de diferentes rutas metabélicas que
se inducen por el mismo estimulo.

Por otra parte, los productos de la reaccidén que catalizan las
TyDC’s, ademas de servir como intermediarios en la ruta de biosintesis de
los ABI’s en plantas que los producen, pueden también ser sustrato de otras
enzimas refacionadas con respuestas de defensa. Por ejemplo, en tabaco la
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Figura 1.10. Dominios conservados entre las tirosinasas de diferentes
grupos. Los sitios de unién a cobre conservados (CuA y CuB) estan
representados por las éreas marcadas con lineas cruzadas, las flechas
indican un sitio susceptible al corte de la enzima (Tomado de Seo et al.
2003).

Estas enzimas son codificadas por genes nucleares (Lax et al,,
1984), que ya han sido clonados y secuenciados en muchas plantas,
incluyendo papa (Thygensen et al. 1995), trigo (Demeke & Morris, 2002),
platano (Gooding et al. 2001), albaricoque (Chevalier et al., 1999) y cafia de
aztcar (Bucheli et al, 1996), entre otros. Los genes de las PPQO’s de plantas
codifican un péptido de aproximadamente 67 kDa, pero la eliminacién del
péptido de transito, localizado en el extremo N Terminal y que es
responsable de dirigir a la proteina a su destino final en los cloroplastos,
libera una proteina madura de 60 kDa aproximadamente (Cary et al., 1992;
Robinson & Dry, 1992; Hunt et al., 1993, Newman et al., 1993). La mayoria
de los genes que codifican para PPQ’s no contienen intrones (Dry &
Robinson, 1994; Thygensen et al. 1995) y en la mayoria de plantas esta
enzima es codificada por una familia génica con expresion temporal y tejido
especificos (Thygesen et al., 1995).

1.1.13. EFECTOS DE LA INDUCCION DE LA TyDC Y DE LA
PPO EN DIFERENTES ESPECIES

La cinética de la induccion de los genes de la TyDC en cultivos de
P. somniferum en respuesta al jasmonato de metilo (Meda) es similar a la
observada en los cultivos tratados con homogenados flngicos. Sin

embargo, a diferencia de éstos, la exposicidon a Meda no produce un
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1.4.2. Objetivos especificos

Aislar y secuenciar los ADNc correspondientes a la TyDC y a la PPO de
A. mexicana.

Determinar la redundancia génica de la TyDC y la PPO de A. mexicana.
Analizar el patron de expresion de la TyDC y de las PPO en los
diferentes tejidos de la planta.

Establecer un modelo de induccion de alcaloides bencilisoquinolinicos
en suspensiones celulares de A. mexicana.

Analizar la acumulacion de los transcritos de la TyDC y la PPO, en
paralelo con los de la NCS y la BBE, en las suspensiones celulares de
A. mexicana, sometidas a diferentes inductores del metabolismo
secundario.

1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se esquematiza en la Figura 1.12 y consiste

en fo siguiente:

e Obtencion de los ADNc correspondientes a TyDC y PPO de A.
mexicana y su secuenciacion completa.

o Caracterizacion molecular de la TyDC y PPO de A. mexicana. En
esto se incluye el analisis de las secuencias, la determinacion del
namero de copias mediante Southern blots, asi como el patron de
expresion tisular.

+ Establecimiento de un modelo de induccion del metabolismo
secundario. Se evaluara el efecto de la aplicacion independiente de
Meda, AS y extracto de levadura (SIGMA) a cultivos celulares de A.
mexicana, asi como del efecto de combinar los tres inductores
mediante dos estrategias, la aplicacién simultanea y la aplicacién
secuencial.

» Evaluacién de la expresion de los transcritos de la TyDC, la PPQ,
la NCS y la BBE para analizar la posible correlacién entre el
aumento de sanguinarina y la induccion de estos genes en los
cultivos celulares de A. mexicana.
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Lo anterior sugiere que tanto la TyDC como la PPO tienen
multiples funciones en las respuestas de defensa, incluyendo su posible
participacién en la sintesis de fos ABl’s, mediante la formacién de la
dopamina. Como un primer paso en el estudio de la estructura,
regulacion y funcién de estas enzimas, se realizd la caracterizacion
molecular de estos genes, los cuales fueron identificados y aislados de
una biblioteca de ADNc, preparada a partir de callos de A. mexicana
(Carrillo-Pech, 2006). Esta caracterizacion consistié en la obtencidn de
las secuencias completas y su andlisis comparativo con ofras
secuencias previamente reportadas, la determinacion del ntimero de
copias en el genoma y la expresién tejido especifica.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Plantas completas de A. mexicana, con flores y capsulas fueron
colectadas en el mes de abril en poblaciones silvestres localizadas en la
periferia de la ciudad de Mérida. Las colectas se realizaron alrededor de
las 10:00 hrs y las plantas se transportadas al laboratorio en bolsas de
polietileno, conservadas en hielo. En el laboratorio las plantas se lavaron
con agua jabonosa, se enjuagaron, primero con agua corriente y
después con agua desionizada y después de secarse con toallas de
papel absorbente, se separaron los diferentes tejidos (raiz, tallo, hoja,
capsula y flor). Los tejido aistados fueron pesados y congelados
inmediatamente en en nitrégeno liquido y se conservaron a -80° C hasta
Su uso.

2.2.2. AISLAMIENTO DE LOS ADNc
CORRESPONDIENTES A LA TyDC Y LA PPO DE
Argemone mexicana

En un trabajo previo se obtuvo una biblioteca de ADNc a partir
de callos de Argemone mexicana de cinco dias de edad productores de
sanguinarina (Carrillo-Pech, 2006). El escrutinio de una colecciéon de
5000 EST (Expressed Sequence Tags), obtenidos de esta biblioteca
(realizado en colaboracidon con el Dr. Peter Facchini, Universidad de
Calgary, Canad4), arrojé una presunta clona de TyDC y otra de PPO.
Para confirmar las identidades, los ADNc, ya insertos en el plasmido
pBluescript ll, fueron secuenciados por ambos extremos utilizando los
oligonucledtidos universales T3 y T7, y con oligonucleétidos especificos
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Figura 2.1. Esquema de la secuenciacion de las clonas. Para su inicio
se emplearon oligos universales (T3 y T7) y posteriormente se
disefiaron oligos especificos sobre los fragmentos secuenciados en
cada paso (F1-4 y R1-4).

2.2.3. ANALISIS DE SECUENCIAS

Las secuencias obtenidas de la TyDC y la PPO de A. mexicana,
denominadas AmTyDC y AmPPOQ respectivamente, fueron depositadas
en el GenBank con los niimeros de accesion EU881888 para AmTyDC y
EU881892 para AmPPQO. Ambas secuencias fueron comparadas con ya
las depositadas en GenBank, utilizando el paquete BLAST (Basic Local
Alignment and Search Tool; www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). Para el
analisis de dominios se utilizé el paquete SMART (Simple Modular
Architecture Research Tool; http://smart.embi-heidelberg.de/), y para la
comparacion multiple de las secuencias de ADN se utilizaron los
programas Multialin (http://bicinfo.genotoul. fr/muitalin/multalin.html) vy
CLC Main Workbench (CLCBio Software). Este tltimo programa también
se empled para el andlisis filogenético y la construccion del arbol se
realizé utilizando el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages). La robustez de los arboles construidos se
evalué por bootstrap, utilizando 1000 repeticiones. Las secuencias
utilizadas en los alineamientos, comparacién y anélisis filogenético se
encuentran en el Cuadro 2.2
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2.24. EXTRACCION Y ANALISIS DE ACIDOS
NUCLEICOS

2.2.4.1. Extraccion de ADN genémico

El ADN gendmico se extrajo de acuerdo a Lin et al (2001). Se
tomaron 100 mg de tejido congelado y se molieron con nitrdégeno liquido
en presencia de 1% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Se adicionaron
600 pl de amortiguador de extraccion (100 mM de tris-HCI pH 8, 50 mM
de EDTA, 500 mM de NaCl, 2% de SDS, 2% de B-mercaptoetanol).
Después de homogenizar la mezcla, ésta se incubd a 65°C durante 15
minutos, se centrifugd a 12,000 g por 10 minutos a 4°C, y el
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo al que se adicionaron 2 ul de
una solucion de RNAsa A (10 mg/ml), incubandose de nuevo a 37° C
durante 10 minutos. Se adicion6 un volumen igual de una mezcla de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1) y se mezclo suavemente
por inversién. La mezcla se centrifugé a 12,000 g durante 3 minutos y se
recupero la fase superior en un tubo limpio que se extrajo de nuevo de
la misma manera. Finalmente el ADN se precipité adicionando 0.6
volimenes de isopropanol frio e incubando a -70° C durante una hora.
El ADN asi precipitado se centrifugé a 12,000 g durante 10 minutos a 4°
C, se eliminé el sobrenadante, y la pastilla se lavé 2 veces con etanol al
70%, se dej6 secar a temperatura ambiente, se resuspendié con 50 pi
de agua estéril y se almacené a -20° C hasta su uso (Lin et al., 2001).

2.2.4.2. Extraccion de ARN total

Se realizaron extracciones de los diferentes tejidos de acuerdo a
Rubio-Pifla y Vézquez-Flota (2008). E! tejido congelado (1.0 g) se
macer6 en presencia de N liquido y 250 mg de PVPP hasta obtener un
polvo fino. Se adicionaron 5 ml del amortiguador de extraccién (Trizol), y
una vez que la mezcla se descongel6, se transfirié a tubos de centrifuga
estériles, incubando a temperatura ambiente por 10 min. La mezcla se
centrifugé 10 min a 14,000 g a temperatura ambiente y se recuper6 el
sobrenadante que se transfirié a un nuevo tubo al que se le agregd 1 ml
de una mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1). El tubo se agité
vigorosamente durante 15 seg y se incub6 a temperatura ambiente por 2
min. Las fases se separaron centrifugando durante 10 min a 14,000 g a
4° C, y la fase acuosa se transfirié a un tubo estéril, repitiéndose la
extraccion con cloroformo:alcohol isocamilico y recuperando de nuevo la
fase acuosa que se mezcié con 0.625 volimenes de LiCl 8 M . Después
de incubar durante 3 h a 4° C, la mezcla se centrifugé a 17,000 g
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2.2.6. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE LA
TyDC Y LA PPO A PARTIR DE RETROTRANSCRITOS
(RT-PCR)

Los transcritos correspondientes a la TyDC y la PPO se
detectaron por northern reverso. Para ello, se amplificaron los
retrotranscritos por PCR (RT-PCR). Para la obtencion del ADNc de los
diferentes tejidos de A, mexicana, en cada caso se prepardé una mezcla
de reaccion que contenia 1ul de oligo dT (500 pg/ml), 1ul de dNTP's
(10 mM), v 5 pg de ARN llevando a un volumen de 20 pL con agua
destilada estéril tratada con DEPC. La mezcla se incubé a 65° C durante
5 min y después en hielo por 1 min. Se centrifugd por 5 seg e
inmediatamente se adicionaron 4 ulL del First-strand buffer (6X), 2 uL de
DTT 0.1 My 1 ul. de RNaseQUT (40 unidades/uL). Después de agitar
gentilmente con ia pipeta, la mezcla se preincubd a 37° C por dos
minutos, antes de afiadir 1 gL de la transcriptasa reversa M-MLV, e
incubar a 25° C durante 10 min y una hora a 37° C. La reaccién se
detuvo calentando a 70° C durante 15 min. Para verificar la integridad
del ADNc se amplificaron fragmentos de un gen constitutivo (actina).
Para amplificar los retrotranscritos de interés se utilizaron
oligonucledtidos especificos (AmTF1 y AmTR2 para TyDC; AmPF2 y
AmPR1 para PPQ) La reaccién de amplificacién para la TyDC consistié
en: 30 ciclos de 1 minuto a 94° C para la desnaturalizacion del ADN; 1
minuto a 53° C para alineacion de los oligonucledtidos cebadores; 1
minuto a 72° C para la amplificacién, mientras que para la PPO,
consistié en 30 ciclos de 1 minuto a 94° C para la desnaturalizacion del
ADN; 1 minuto a 50° C para alineacion de los oligonucledtidos
cebadores; 1 minuto a 72° C para la amplificacién. En ambos casos se
incluyd un ciclo inicial de 3 minutos a 94° C y uno final de 10 minutos a
72° C. Los amplicones obtenidos se separaron por electroforesis en
geles de agarosa 1.0% en TAE (Tris-acetato-EDTA). EI ADNc se
transfirio del gel a una membrana de nylon (Amersham) por capilaridad
utilizando SSC 20X como solucion de transferencia. La membrana se
fijd como se describié anteriormente y se incubd con 20 mi de
amortiguador de hibridacién, conteniendo la sonda previamente
marcada con digoxigenina (ver figura S2, datos complementarios)
durante 24 h. La sonda incluia el fragmento de los nucledtidos 397 al
1,076 del ADNc de la TyDC y del 713 al 1,711 del ADNc de la PPO.
Después de la incubacion, la membrana se lavé con soluciones de baja
(2X SSC con 0.1 % de SDS, 2 veces a temperatura ambiente) y alta
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. OBTENCION DE LAS CLONAS DE TyDC Y PPO DE
Argemone mexicana

El andlisis de 5000 EST, obtenidos de una biblioteca de ADNc
preparada a partir de callos productores de sanguinarina, reveld
secuencias para presuntas TyDC y PPO. Este analisis se llevo a cabo
en la Universidad de Calgary, en colaboracién con el Dr. Peter Facchini.
La linea celular de Argemone se indujo a partir de hojas jévenes en
1998 (Carrillo Pech, 2006). Puesto que la biblioteca original esta
construida en un vector bacteriéfago (Uni-ZAP XR; ZAP-cDNA Sintesis
Kit, Stratagene), los plasmidos (pBluescript), conteniendo los insertos,
fueron recuperados por escision in vivo. Los plasmidos se almacenaron
en seco en membranas (Whatman clonesaver card) para su transporte,
posteriormente fueron eluidos a conveniencia y se utilizaron para
transformar a la cepa JM-109 de E. coli. Después de multiplicar los
plasmidos con las clonas AmTyDC y AmPPO, éstos se extrajeron
(Figura 2.2.A) y seguidamente se hizo una PCR con los oligonucleétidos
universales (T3 y T7) para confirmar la presencia de los insertos (Figura
2.2.B), ambas clonas tuvieron un tamafo aproximado de 2,100pb, el
cual fue precisado mediante su secuenciacion completa.

B) PO Type

Figura 2.2. Electroforesis de las clonas de TyDC y PPO de A. mexicana.
A) Deteccién de los plasmidos que contienen las clonas B)
Amplificacién de las clonas por PCR con cebadores universales T3y T7.
Los numeros de la izquierda indican el tamafio de las bandas en
kilobases (Invitrogen 1Kb Plus DNA Ladder)
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de las especies productoras de ABI's en comparacién con la TyDC de
Aristolochia contorta (AcTyDC, Ac: DQ986331), una especie que no
produce este tipo de alcaloides, e incluso que la TDC de C. roseus
(CrTDC, Ac: CTRTPDC), que emplea un sustrato diferente. Este
resultado posiblemente se deba a la penalizaciébn que introduce el
algoritmo como consecuencia del menor marco de lectura abierto de
EcTyDC, en comparacién con fas demas secuencias. Sin embargo, la
interpretacion de este dato debe tomarse con cautela.

2.3.2.3. REDUNDANCIA GENICA DE LA TyDC DE A.
mexicana

Se realizé un Southern blot para determinar el nimero de copias
de la TyDC presentes en el genoma de A. mexicana. Para esto, se
utilizé una sonda un fragmento de 1316 pb de AmTyDC que incluye el
dominio de union a piridoxal. Un andlisis de restriccion revelé que las
enzimas seleccionadas no cortan el fragmento empleado como sonda
(Fig. 2.7).

1,316 pb
r 7
EcoR?

rere: - S —

236pb 1,849p0

300pb

Figura 2.7. Anélisis de restriccion del ADNc de la TyDC (AmTyDC) de
A. mexicana. El corchete indica el fragmento utilizado como sonda para
el anélisis tipo Southern blot.

El patrén de hibridacion sugiere un bajo nimero de copias para
la TyDC en A. mexicana (Fig. 2.8), con la sonda empleada se
observaron entre cuatro y seis bandas en los diferentes carriles.
Analizando detenidamente cada carril se observa que Kpnl y Xhol
generaron un patrén similar, debido a que comparten una banda de 4 kb
y una de aproximadamente 2.1 kb, pero a diferencia de Kpnl, que
presenta una banda de aproximadamente 3.7 kb, con Xhol se presenté
una banda intensa, ligeramente menor, de 3 kb y un fragmento de
aproximadamente 550 pb, Por otro lado, con Hindlll se presentd una
banda tenue de 8 kb, seguida de tres bandas intensas de 5,1, 4.2y 2.9
kb aproximadamente, comparte con Kpnl y Xhol la banda tenue de
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secuencias de PPO’s que tienen un alto porcentaje de identidad con
AmPPO. Entre ellas se encuentran las secuencias de las PPO de
arbustos como Ricinus comunis (RcPPQ; Acc: XM_0025188970), de
arboles como Polulus balsamifera (PbPPQ; Acc: AY665682), de plantas
trepadoras como Vicia faba (VIPPO; Acc: Z11702), entre otras. Si bien
estas especies pertenecen a familias poco relacionadas con plantas
productoras de ABI’s, estas secuencias se incluyeron debido a que, con
excepcion de la secuencia parcial de PPO de P. somniferum, no se
encontraron secuencias de PPO en plantas productoras de este tipo de
alcaloides. La PPQO de A. mexicana (AmPPQ) esta distanciada de la
mayoria de las secuencias analizadas (Fig. 2.12), y se ubicé dentro de
un clado formado por otras nueve secuencias. El diagrama reveldé que
algunas de las especies de la misma familia, tales como V. faba
(VFPPQ) y Trifolium pratense (TpPPQ) se asociaron en un mismo clado,
mientras que otras como P. balsamifera (PbPPQ) y P. trichocarpa
(PtPPQ), de la familia Salicaceae, tuvieron una relacién estrecha con
Ricinus comunis (RcPPQ) que pertenece a la familia Euphobiaceae.
Este resultado revela muy poca informacion respecto al origen y
evolucién de la PPN de A. mexirana, y por el mnmantn ng se puede dar
una nclusién ___.tera, debi__ . la escas 6n con que se
cuer ___

0 ——— s A¢PPO1

EQ{__——X——— ———<QsPPO

AcPPO

RN
PbPPO3

PtPPOS

e ($PPQ

e s P PO

ot TOPP 02

T LiPPO
l 1600 ViPPO

TpPPO4

AmPPQ

5 SmPPQ
StPPO
m(____@{————‘#:um
NPPO

Figura 2.12. Relacién filogenética entre la PPO de A. mexicana y las
secuencias reportadas para diferentes especies de plantas. Para el
analisis se aplicd el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean) utilizando las secuencias de nucledtidos
codificantes (Ver abreviaturas y lista de accesién en el cuadro 2.2.). Los
numeros internos indican el saporte Bootstrap de cada clado.
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un punto de convergencia para la integracion de eventos de sefalizacién en
respuesta a patdégenos, mediados por acido salicilico (SA) y acido
jasmonico (AJ) (Li et al., 2006). Asi, en Arabidopsis, la transduccion de
sefales activada en respuesta a la infeccion patogénica se se define de
acuerdo al estilo de vida propio del patdgeno. Los organismos biotréficos
inducen respuestas via SA (McDowell & Dangl, 2000), mientras que la
infeccion con patégenos necrotréficos los cuales requieren la muerte celular
para obtener nutrientes, activan las respuestas dependientes de &cido
jasmonico (Glazebrook, 2005). Generalmente, la activacién de un ruta
impide el funcionamiento de la otra y la coordinacion de ambas rutas
depende de proteinas tipo WRKY (Li et al., 2006). El SA puede ser
producido por la via de los fenilpropanoides (Ribnicky et al., 1998) o por la
via del isocorismato (Coquoz et al., 1998). Por su parte el AJ, se sintetiza a
partir del acido linolénico por accion de lipoxigenasas (Feussner &
Wasternack, 2002). Tanto el SA como €l AJ han sido utilizados de manera
independiente o en combinacion para incrementar la produccion de
metabolitos secundarios en cultivos celulares (Khosroushashi et al., 2006).
En especies productoras de ABI’s, como S. canadienses, la actividad de |a
DBOX, una enzima que participa en la formacion de las benzofenantridinas,
se incrementa varias veces en presencia de SA o Meda (Ignatov et al.,
1996). En P. somniferum, MedJa provoca la acumulacién de transcritos para
TyDC (Facchini et al., 1996a) y BBE (Facchini et al., 1996b), que participan
en las primeras reacciones. Por lo tanto, estas moléculas sefalizadoras,
ademas de los inductores flngicos, son Utiles para estudios de la regulacion
de esta via.

Por su parte, la aplicacién del extracto de levadura a cultivos
celulares productores de ABl's, ha sido una estrategia empleada para
estudiar la biosintesis de estos alcaloides en la especie E. califérnica, pues
induce de manera importante ia acumulacién de benzofenantridinas como la
sanguinarina y la dihidrosanguinarina. Al evaluar de manera independiente
el efecto de varios oligosacaridos presentes en el extracto de levadura
comercial, incluyendo la quitina, el P-glucano, el ergosterol, la N-
acetilglucosamina, un glucopéptido y la coronatina, se descubrié que la
quitina por si sola, produce un incremento en la acumulacion de
sanguinarina, mientras que los otros componentes producen una
acumulacion de su precursor inmediato, la dihidrosanguinarina (Cho et al.,
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3.2.3. CURSO TEMPORAL CON INDUCTORES QUIMICOS.

Induccién individual. Una vez elegida la concentracion de los
inductores, se evalud su efecto sobre la suspension celular en un curso
temporal. Para ello, se emplearon cultivos de 10 dias a los cuales se
adicionaron Meda, AS o extracto de levadura (200 mg/l). Se cosecharon
cinco matraces después 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 h de exposicién y se
evalud la produccion de ABI’s y la acumulacion de los transcritos de interés.

Ademas de estas inducciones individuales, se evalud el efecto que
producen al mezclarse en las mismas dosis en un mismo cultivo mediante
dos estrategias, la induccidn simultanea y la induccién secuencial. La
induccién simultanea consistio en la aplicacion de los tres inductores (MeJa,
SA y extracto de levadura) al mismo tiempo. Todas las demas condiciones,
incluyendo los tiempos de exposicidn, fueron idénticas a las del experimento
anterior. Por su parte, la induccidn secuencial consistidé en la aplicacion de
los inductores con 24 h de diferencia entre cada uno, comenzando con
MedJa, seguido por el SA y finalmente el extracto de levadura. Se evalud su
efecto sobre la produccién de alcaloides y la expresion de los genes de
interés, a lo largo de un curso temporal de 120 h posteriores a la aplicacion
del primer inductor.

3.2.4. EXTRACCION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION
DE ALCALOIDES.

Para la extraccion de alcaloides se pesaron 200 mg de tejido
liofilizado y se agregaron 10 ml de acido clorhidrico 0.5% en metanol (v/v)
que se mezclaron utilizando el politron. La mezcla se incubd durante 2 h a
50° C, se centrifugd para eliminar los restos de tejido y el extracto, en
volimenes de 1.5 mL, se distribuyé entre tres tubos de microcentrifuga que
se centrifugaron durante 20 min a 15,000 x g, se separd el sobrenadante y
se redujo a sequedad en el evaporador con vacio a 50° C. El residuo se
suspendi6 en 100 pl de metanol grado HPLC.

La separacion de los alcaloides se realizd por cromatografia en
capa delgada (CCD) usando placas de gel de silice con un sistema
benceno: etanol (9:1) aplicando de 1 a 2 pl del extracto. Los alcaloides se
detectaron por autofluorescencia y para su identificacion se utilizaron
estandares comerciales. La cuantificacion se realizé por autofluorescencia
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Cuadro 3.1. Cebadores empleados para la amplificacion del ADNc parcial
de los genes en estudio en suspensiones celulares de Argemone mexicana.

Cebador Secuencias 52> 3’ Producto
(pb)
AmTyDC F-GTTGAACCAGGTTATTTACG 679

R-CGTATTCTTTCGCAACCTC

AmMNCS1  F-GAGGGCAATGGTGGTGTTGG 423

R-GTAGTACATGGAATTACCTGGATGGG

AmNCS2 F-GTTGAACCAGGTTATTTACG 541

R-CAGTAAACCTCCGAGAATAACCAAAC

AmBBE1 F-CATCTTTGTTCATCATCATCTTCTTCTTCT 561
R-ATCGGCTGCGAGACCGTATTT

AmBBE2  F-CTCATCTTTGTTCATCTTCTTTTCTGTGC 549
R-ATCGGCTGCGAGACCGTATTT

AmPPO F-CGTCAAGCTATTATGCAC 998

R- CCATAAACAACCAAAACC

ACT F-CACIACTACTGCTAAACGGGAAA 467

R-ACATCTGCTGGAAGGTGCTG
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LA
SUSPENSION CELULAR DE A. mexicana.

En cultivos de E. californica y P. somniferum, los transcritos
correspondientes a la TyDC, BBE y CYP80B1 se acumulan en respuesta al
tratamiento con inductores del metabolismo secundario. Esta induccion
coincide con la acumulacién de sanguinarina (Facchini et al., 1996, Park et
al.,, 1999; Huang & Kutchan, 2000). Hasta el momento unicamente se
dispone de los ADNc correspondientes a cuatro enzimas involucradas en la
sintesis de ABl's de A. mexicana; TyDC, NCS, BBE y PPO. La naturaleza
silvestre y estacional de esta especie limita la disponibilidad de material
biolédgico ademas de que no permite el mantenimiento en condiciones
controladas de las plantas. Por ello, se decidio iniciar el estudio de |la posible
regulacion transcripcional de estos genes empleando suspensiones
celulares in vitro. Para esto, se generdé una suspension a partir de callos
obtenidos de hojas jovenes de A. mexicana. Esta linea, denominada AmMv
fue caracterizada en cuanto a su crecimiento y produccion de alcaloides a lo
largo de un ciclo de cultivo de 32 dias (Fig. 3.2).

El cultivo alcanzé su fase de crecimiento lineal despues de 10 dias,
con una maxima acumulacion de peso fresco de aproximadamente 20 g,
equivalente a un indice de crecimiento de 12.3 (Fig. 3.2A). Si bien la fase
estacionaria comenzd a los 22 dias (Fig. 3.2), la acumulacion de biomasa,
estimadas como materia seca, ocurrid solamente hasta los 16 dias (datos
complementarios Fig. S7). De este modo, es posible que a partir de ese dia
las células hayan crecido principalmente debido a la toma de agua.

La linea AmMv es productora de sanguinarina, una
benzofenantridina, siendo éste el alcaloide mayoritario (Fig. 3.2.B).
Cantidades significativas de este alcaloide se observaron a lo largo de todo
el ciclo de cultivo, lo que difiere de lo reportado en cultivos in vifro de otras
especies como E. californica o P. somniferum en las que este alcaloide no
se produce en condiciones basales y unicamente se acumula en respuesta
a algun tipo de estrés (Roos et al., 2006, Alcantara et al., 2005).

89



>
o

» 2] e ——— 1
B I |
= @ § * a
g . g
B, 7 P :0431217202532]
2 g .

5 | &
£ = & H
2 Lg i
. @« 05 -

o R S e N o

& i *

LI — ]

=

] L o [ E-) F-1 n
Edad del cultive {dias) Edad det cultive (dias)

Figura 3.2. Caracterizacién de la suspension celular AmMv. A) Crecimiento
del cultivo medido en peso fresco (g/matraz) B) Produccién de sanguinarina,
un alcaloide bencilisoquinolinico del tipo benzofenantridina, detectado
durante todo el ciclo de cultivo. Promedio de tres repeticiones con la
desviacion estandar.

Debido a que la linea AmMv, produce este alcaloide en condiciones
normales de mantenimiento, se evaluaron varios métodos de induccién con
el fin de aumentar estos niveles, y asi establecer un sistema de contraste.
Para esto se emplearon tres inductores y se evalué su efecto sobre el
cultivo mediante tres estrategias, la induccién individual, simultdnea y
secuencial (Cho et al., 2008b).

3.3.2. INDUCCION INDIVIDUAL.

Esta estrategia consiste en retar a los cultivos celulares con un
inductor a la vez, a lo largo de un curso temporal de 120 h. Se utilizaron
MeJa y SA, ambos en una concentracién de 100 uM, y extracto de levadura
(Sigma) en un concentracion de 0.2 g/L. La Figura 3.3 muestra el efecto de
los diferentes inductores sobre la acumulacién de sanguinarina, asi como el
aspecto de los cultivos expuestos a los diferentes tratamientos al finalizar el
curso temporal.

En Taxus canadensis (Hefner et al., 1998), Catharanthus roseus
(Lee-Parsons et al., 2004) y E. californica (Férber et al., 2003) la exposicion
a MeJa induce genes de defensa, asi como la acumulacion de metabolitos
secundarios. Sin embargo, en la linea AmMv tratada con este inductor, el
contenido de sanguinarina solo aumenté de manera ligera en comparacion
con los controles (Fig. 3.3A). Esto difiere de en otras especies, en las que
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Figura 3.3. Respuesta de los cultivos a la Induccién individual. A) Efecto de
los inductores sobre la produccién de sanguinarina en los cultivos celulares
de A. mexicana. Promedio de tres repeticiones con la desviacién estandar.
B) Cambios observados en la apariencia de los cultivos en respuesta a los
inductores aplicados. MeJa, Jasmonato de metilo; AS, 4cido salicilico, YE,
extracto de levadura.

Se debe hacer notar que, si bien la aplicacion de MeJa solo produjo
un ligero aumento en la acumulacion de sanguinarina, 1a via de sintesis de
este compuesto se mantuvo activa en presencia del inductor,
manteniéndose el aspecto de los cultivos similar al de los testigos. Esto
contrasta con lo observado en los cultivos tratados con SA, en los que se
detectd un oscurecimiento, posiblemente debido a la acumulaciéon de
melaninas, las cuales pueden formarse a partir de varios fenoles, entre
ellos, la tirosina, DOPA, dopamina y tiramina que son intermediarios de la
biosintesis de los ABl's. En este caso, el tratamiento con SA podria
favorecer la desviacion de intermediarios comunes en la sintesis de
alcaloides y de fenoles hacia la formacién de quinonas. En general, el SA
dispara la expresion de genes relacionados a la patogénesis (PR) (Heil &
Bostock 2002), pero también induce la expresién de las polifenol oxidasas
(PPO’s; Thipyapong & Steffens, 1997), enzimas que aunque pueden
catalizar la formacion de DOPA y dopamina (Gandia-Herrero et al., 2005),
también pueden participar en su oxidacién, debido a su doble actividad,
formando quinonas que se polimerizan para formar melanina (Negrel et al.,
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ocurra a un nivel diferente del transcripcional, posiblemente post-
transcripcional, traduccional o post-traducional.

Por otro lado, la induccién de la BBE1 y TyDC en respuesta al
mismo estimulo también se observo en cultivos de P. somniferum expuestos
a un homogenado fungico. No obstante, en éstos tanto TyDC como BBE
presentaron incrementos en la misma magnitud (Facchini & Park, 2003), a
diferencia de lo observado en Argemone (Fig. 3.4). La exposicion a MeJa
también indujo la acumulacién de transcritos correspondientes a la BBE en
P. somniferum, que alcanzaron un maximo entre las 10 y 30 h de
tratamiento (Facchini et al., 1996). Este patrén se asemeja a lo observado
en los cultivos de A. mexicana (Fig. 3.4). Finalmente, se debe hacer notar
que a diferencia del menor efecto del AS sobre la expresion de la TyDC,
este inductor provocd un mayor efecto sobre la expresiéon de los genes de
ambas BBE (Fig. 3.4).

La exposicion de los cultivos a esta clase de estimulos se ha
desarrollado para simular el ataque de patdgenos a las células vegetales
que, en una respuesta de defensa, podrian incrementar la produccién de los
ABI’'s (Kutchan, 2001). Parte de esta respuesta involucra la participacion de
moléculas sefalizadoras. Existen al menos dos principales rutas de
sefalizacién; en una de ellas participan los jasmonatos, que disparan
respuestas contra herbivoros, mientras que en la otra participa el SA, que
esta involucrado en la resistencia contra patégenos (Heil & Bostock, 2002).
La aplicaciébn exdogena de MeJa se ha empleado en varios estudios
relacionados con la biosintesis de los ABl's (Facchini et al.,, 1996a,b),
provocando la induccién de algunos genes involucrados en la ruta. Por otro
lado, se conoce relativamente poco acerca del efecto de los salicilatos sobre
la biosintesis de fitoalexinas y particularmente sobre la produccién de los
ABI’s. En células de S. canadensis tratadas con acido acetil salicilico (ASA)
se observd un incremento en la actividad especifica de la
dihidrobenzofenantridina oxidasa (DHBP), que cataliza el ultimo paso en la
biosintesis de sanguinarina sin que la actividad total se viera alterada
(Ignatov et al., 1996). Esto sugiere que este compuesto no esta involucrado
en la activacion de esta enzima. Sin embargo, en los cultivos de A.
mexicana, la exposicién a SA provocd un incremento en la acumulacién de
los transcritos de la BBE, lo cual sugiere una posible participacion, si bien
no es posible establecer a que nivel.
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los cultivos en condiciones de mantenimiento. De este modo, la induccion
secuencial de los cultivos de A. mexicana representa la mejor estrategia de
induccion y podria ser una Gtil herramienta para el estudio de la regulacion
de esta ruta de sintesis.

En general, este tratamiento indujo la acumulacién de los transcritos
correspondientes a la TyDC, BBE y PPO, asi como un descenso temporal
de la expresién de la NCS2 (Fig. 3.6B). Asi, 6 h después de la aplicacion de
MedJa, esto es antes de la exposicién a los otros inductores, se observd una
acumulacién de los transcritos de la TyDC que se mantuvo hasta las 48 h
(Fig. 3.6B). La aplicacion del extracto de levadura ocasiond una
acumulacién mayor de los transcritos a las 6 h (esto es 54 h después de
haber iniciado el experimento), que se mantuvo hasta las 72 h (Fig. 3.6B). Al
igual que lo previamente observado, no se detectd la acumulacion de los
transcritos correspondientes a la NCS1, en contraste con la NCS2, cuyos
transcritos se observaron en niveles constantes a lo largo del experimento
(Fig. 3.6B). Por su parte, la acumulacion de los transcritos de la PPO
presentd fluctuaciones a lo largo del experimento pero manteniéndose
siempre en niveles bajos (Fig. 3.6B). Por su parte, los transcritos
correspondientes a la BBE1 también se detectaron en niveles bajos y hacia
el final del experimento (Fig. 3.6B). Es interesante notar que tanto en las
inducciones individuales (Fig. 3.4), como en el tratamiento multiple (Fig.
3.5B), siempre se observaron niveles bajos de expresion de BBE1, lo que
contrasta con la expresion de BBE2, que aumentd en respuesta al
tratamiento secuencial, pero sin mostrar un patrén definido a lo largo del
experimento, a diferencia de los tratamientos individuales (Fig. 3.4) o
multiple simuitaneo (Fig. 3.5B).
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en el reticulo endopldsmico y en pequefias vesiculas dispersas en el
citoplasma que podrian formar parte del mecanismo por el cual, las células
expulsan estos aicaloides al medio de cultivo.
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de cultivos in vitro, como alternativa para obtener un suministro constante
de material vegetal, libre de patégenos.

De esta manera, el proposito del este trabajo fue ampliar el
conocimiento que se tiene respecto al metabolismo secundario de esta
especie, enfocandose en los genes que codifican para enzimas
involucradas en la sintesis de los alcaloides que produce.

La caracterizacion molecular de la TyDC de A. mexicana
revela que este gen presenta todas las caracteristicas de
las AADC's.

Los aminoacidos aromaticos dan origen a un enorme numero de
metabolitos secundarios. En muchos casos, las reacciones que canalizan
estos compuestos hacia la sintesis de metabolitos involucran la
participacion de descarboxilasas (Guillet et al., 2000). De este modo, estas
enzimas actan en la interfase entre el metabolismo primario y secundario,
de manera equivalente a la fenilalanina amonio liasa (PAL), y la triptofano
descarboxilasa (TDC). La TyDC también podria tener funciones reguladoras
importantes en las plantas que producen alcaloides derivados de tirosina
(Guillet et al., 2000). De hecho, estos genes han sido utilizados en otras
especies para alterar las rutas metabdlicas derivadas de estos aminoacidos
(Facchini et al., 2000). Sin embargo, varios de estos esfuerzos han
producido resultados inesperados, como la acumulacién de diferentes
compuestos a los deseados (Goddijn et al., 1995; Facchini et al.,, 1999).
Esto se relaciona con el limitado entendimiento de la arquitectura compleja
de las redes metabdlicas. El uso de plantas transgénicas con elevados
niveles de TyDC representa una poderosa herramienta que se podria
emplear para entender su papel fisioldgico en A. mexicana. De este modo, y
como primer paso, se llevé a cabo la caracterizacidn molecular de esta
enzima. El ADNc de la TyDC de A. mexicana (AmTyDC) presenté todas las
caracteristicas tipicas de las descarboxilasas de aminoacidos aromaticos
(Facchini et al., 2000), incluyendo su tamafio, es una proteina de 538
residuos, de localizacién citoplasmatica, (no tiene dominios
transmembranales, ni péptido senal; datos complementarios, figura S3) y
presenta un dominio de uniédn a piridoxal (Fig. 2.3). Al igual que las TyDC de
otras especies, la de A. mexicana parece no contener intrones. AmTyDC
presentd gran similitud (mayor al 80%) con TyDC de otras Papaveraceae,
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(Facchini y De Luca, 1994), en A. mexicana los transcritos se acumularon
en niveles similares en los diferentes tejidos evaluados (Fig. 2.9.). Sin
embargo, este tipo de distribucién tisular, coincide con las detectadas para
NCS y la BBE de la misma especie (Rubio-Pifia, 2009), ya que los
transcritos pudieron ser detectados en todos los tejidos de la planta madura,
aunque variaciones minimas. De este modo, y debido a la naturaleza
silvestre de esta planta, es posible que la permanente exposicién a
patoégenos y herbivoros, requiera que, al menos la primera parte de la ruta
de sintesis de los alcaloides, se mantenga activa de manera permanente.
Esto permitiria, el rapido suministro de precursores para la formacién de los
alcaloides de defensa, como la berberina, que se detectd en todos los
tejidos, y la sanguinarina que se encontrd en raiz y capsula (datos
complementarios, Fig. $5).

La caracterizacion molecular de la PPO de A. mexicana
revela la presencia de dominios caracteristicos de las
PPO’s en esta secuencia.

Frecuentemente se ha propuesto que estas enzimas tienen un
papel en la defensa durante la interaccion planta patégeno (Constabel et al.
1995; Thipyapong et al., 1995). Las PPQ’s, como genes de defensa se
expresan tanto de manera constitutiva como inducible (Yoruk y Marshall,
2003). Genes completos para estas enzimas han sido aislados y
secuenciados en diferentes especies (Thygesen et al., 1995; Shahar et al,,
1992; Cary et al., 1992). Sin embargo, entre éstos no incluyen ningtin caso
de plantas productoras de ABI!'s. El ADNc para la PPO de A. mexicana
contiene las principales caracteristicas de este tipo de enzimas (Mayer,
2006). Produce una proteina de 598 residuos, con un presunto péptido de
transito y dos dominios de unién a cobre (Cu) que incluyen histidinas
responsables de la unién de este metal (Fig. 2.10.). En general, a excepcion
de estos dominios de unién a Cu, altamente conservados (Fig. 2.11), las
PPO de diferentes especies presentan un bajo porcentaje de identidad
(Altschul et al., 1997). No obstante, es interesante notar que la PPO de A.
mexicana present6 una similitud del 74% con una secuencia parcial de la de
P. somniferum, la (nica secuencia de este tipo reportada en especies
productoras de ABI's (Ac: EU330225). Desafortunadamente el analisis
filogenético realizado con las secuencias de PPO disponibles en el
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acumulacion importante de los transcritos para la PPO en los diferentes
tejidos (Fig. 2.15), lo cual, debido a la naturaleza silvestre de la planta,
podria sugerir que estas enzimas participan en mecanismos de defensa. Sin
embargo, no siempre hay una correlacion entre la presencia de los
transcritos y de la enzima. De hecho, en Prunus armeniaca se pueden
detectar altos niveles de actividad de PPO con niveles bajos de expresion
(Chevalier et al.,, 1999). Por otro lado, A. mexicana produce diversos
compuestos fendlicos con potencial alelopatico, incluyendo los acidos p-
hidroxibenzoico vy vainillico (Siddiqui et al., 2002), que son posibles sustratos
para las PPO’s. Mas aln, si bien estas enzimas pueden catalizar la
hidroxilacién de monofenoles como la tirosina y tiramina, generando DOPA
y dopamina, como ocurre en Glottiphyllum oligocarpum, estos compuestos,
ademas de su papel en la sintesis de ABI's también, pueden ser sustratos
para la actividad difenolasa que los convertiria en las quinonas
correspondientes (Solomon et al., 1996).

Cultivos celulares de A. mexicana como modelo para el
estudio de los ABI's.

Los cultivos in vitro, son una herramienta invaluable para la
resolucion de problemas basicos con aplicaciones en la biotecnologia
vegetal. Estos sistemas ofrecen una serie modelos ideales para la
investigacion bioquimica y genética de rutas metabélicas relacionadas con
la producciéon de metabolitos secundarios (Vazquez-Flota y Loyola-Vargas,
2003). Sin embargo, los bajos niveles de produccion de metabolitos
secundarios en estos sistemas representa un problema importante (Loyola-
Vargas et al., 1994; Ignatov et al.,, 1996; Cho et al., 2008). En este trabajo
se desarroll6 y caracterizd una suspension celular de A. mexicana capaz de
producir en condiciones de mantenimiento cantidades significativas de
sanguinarina (alrededor de 0.5 mg.g” de PS Fig.3.2.), un alcaloide que se
acumula en las raices y capsulas de la planta (datos compiementarios, Fig.
S5). Sin embargo, este cultivo, perdié la capacidad de formar berberina, que
se encuentra en todos los tejidos de la planta (datos complementarios, Fig.
S5). Esta pérdida de la capacidad biosintética en cultivos in vitro es una
caracteristica frecuente. Por ejemplo, células en suspensién de C. roseus y
de P. somniferum, no son capaces de producir vindolina y morfina
respectivamente (Facchini, 2001), aunque son alcaloides que se acumulan
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en los diferentes tejidos de las plantas. Las bases de este fendmeno se
relacionan con la desdiferenciacion de las celulas en los cultivos, ya que la
formacion de muchos metabolitos, requieren cierto grado de organizacion
celular y especializacion bioquimica (Ziegler y Facchini, 2008). Sin
embargo, al mantener su capacidad para producir sanguinarina, la
suspension celular de A. mexicana, al igual que los cultivos de E. californica
(Cho et al., 2008), pueden utilizarse para observar la respuesta a nivel del
metabolismo secundario de las células cuando son expuestas a diferentes
estimulos.

La suspension celular de A. mexicana, responde de
manera diferencial a los inductores evaluados.

El uso de inductores para promover el metabolismo secundario en
cultivos in vitro ha sido una practica comun, basada en la participacion de
estos en mecanismos inducibles de defensa. La exposicion de los cultivos a
mediadores quimicos involucrados en las respuestas a dichos estimulos,
tales como jasmonatos, salicilatos y etileno, han sido empleados con éxito
en varias especies (lgnatov et al., 1996; Cho et al., 2008; Vazquez-Flota et
al., 2009). De igual forma, la exposicion a preparaciones fungicas estimula
la acumulacion de alcaloides (Eilert et al., 1985; Facchini et al., 1996; Cho et
al., 2008). Algunos de estos inductores fueron empleados para promover el
metabolismo secundario de la suspension celular de A. mexicana (Fig. 3.3).
No obstante, la exposiciobn a MedJa y SA no modificaron de manera
significativa la produccion de sanguinarina, en comparacion con la
exposicion al extracto de levadura (Fig. 3.3.A). Este ultimo provocd un
enrojecimiento de las celulas que correlaciona con el incremento de
sanguinarina, que alcanzo un nivel cinco veces mayor que en los controles
(Fig. 3.3.A y B). Sin embargo, mientras que el acido salicilico no aumento la
produccién de sanguinarina, también ocasiond un cambio drastico en la
coloracion de las celulas, que aparentemente no se relaciond con la
produccion de ABI's (Fig. 3.3.B).

Todos los inductores empleados provocaron algunas variaciones en la
acumulacion de los transcritos analizados (Fig 3.4). Es de llamar la atencion
que los patrones de expresion de algunos transcritos fueron muy similares
en los cultivos expuestos a Meda y al extracto de levadura (Fig. 3.4.), aun
cuando el primero, no modificO de manera importante la produccion de
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sanguinarina, en comparacion con el segundo (Fig. 3.3.). En cultivos de P.
somniferum (Facchini et al.,, 1996), los mensajeros de la TyDC se
acumularon siguiendo patrones temporales similares en respuesta tanto a la
exposicion a MeJa como a inductores flngicos (Fusarium oxysporum y
Phythium aphanidermatum). Sin embargo, la exposicién a jasmonato no
alter6 la acumulacibn de sanguinarina, a diferencia de la respuesta
observada con los homogenados (Facchini et al., 1996). De este modo, es
posible que existan mecanismos de respuesta similar en ambas especies.
En cultivos celulares de C. roseus la aplicacion de extracto de levadura
también produjo un incremento en el contenido alcaloides monoterpen
inddlicos en las primeras 3 h de exposicion. Dicho incremento fue precedido
por la acumulacion de jasmonato (Menke et al., 1999). El aumento de las
cantidades intracelulares de jasmonato activa transcripcionalmente los
genes a la triptofano descarboxilasa (TDC) y la estrictosidina sintasa (STR),
dos enzimas que catalizan reacciones tempranas de la ruta de biosintesis
de los AMI’'s, equivalentes a las reacciones catalizadas por la TyDC y la
NCS respectivamente. De este modo, los jasmonatos parecen participar en
la sefalizacion de las respuestas de defensa activadas por el extracto de
levadura (Menke et al., 1999). Algo similar podria ocurrir en especies
productoras de AB!’s con los jasmonatos acumulandose en respuesta al
extracto de levadura, lo que activaria a los genes involucrados en las
reacciones tempranas de la sintesis de estos alcaloides. Esto podria
explicar la similitud de los patrones de expresién observada en los cultivos
expuestos al extracto de levadura y a MedJa (Fig. 4.1).
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ello, y aunque ambas estrategias de induccion aumentan la expresion
transcripcional de las enzimas mencionadas, solo el extracto de levadura
provocé un incremento en la produccion del alcaloide.

La respuesta de los cultivos de A. mexicana a la
combinacion de los inductores depende de la estrategia
empleada para su aplicacion.

La combinacién de inductores del metabolismo secundario se ha
empleado en diferentes cultivos con el fin de potenciar el nivel de respuesta
(Khosroushashi et al., 2006; Cho et al., 2008b). En las suspensiones de A.
mexicana se emplearon dos estrategias para evaluar el efecto de la
combinacién de los tres inductores previamente utilizados de manera
individual (Fig. 3.3). Estas consistieron en la aplicacién simultanea (Fig. 3.5)
y en la aplicacion secuencial (Fig. 3.6). La aplicacion simuitanea, provoco un
incremento en la produccién de sanguinarina que alcanzd un maximo de 79
mg/l de cultivo al final del ciclo de cultivo (Fig. 3.5). Estos valores fueron
incluso menores a los alcanzados en los cultivos tratados Gnicamente con
extracto de levadura (108 mg/l de cultivo). Sin embargo, los mismos
inductores aplicados de manera secuencial, comenzando por el Meda y
terminando con el extracto de levadura, tuvieron un efecto sinérgico sobre la
produccién de sanguinarina, incrementando los valores hasta 190 mg/l (Fig.
3.6). De esta forma, la respuesta de las suspensiones de A. mexicana fue
muy similar a la de E. californica (Cho et al., 2008). En ambos casos [a
aplicacion secuencial tuvo un efecto retardado, en comparacion con la
aplicacion simultanea, la cual presentd un incremento gradual (Fig. 4.2; Cho
et al., 2008). Sin embargo, la acumulacién de este alcaloide se dispard justo
después de haber aplicado el tercer inductor (a las 48 h del inicio), y
después de 24 h adicionales, la produccion de sanguinarina super6
notablemente la detectada en los cultivos sometidos a la induccién
simultanea (Fig. 4.2).
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provocado por la preincubacion de los cultivos celulares con Meda y SA,
previo a la aplicacion del extracto de levadura, se basa en la activacién
ordenada de una serie de etapas necesarias para la biosintesis de este
alcaloide. Por lo tanto, esta estrategia, podria ser de utilidad en la
determinacion de ciertos puntos de regulacion clave para la biosintesis de
estos alcaloides.

La acumulacion de los mensajeros correspondientes a la TyDC vy
ambas BBE, mostraron una respuesta diferencial para cada inductor
(Fig.3.4). No obstante, al combinarios en la induccion simultanea, se
observd una activaciéon coordinada, ya que se presentdé una mayor
expresion entre las 6 y 24 h de tratamiento (Fig. 3.5.B). Por otro lado,
durante la induccidén secuencial se notd una fluctuacién en la expresion de
la TyDC y BBE que fue consistente con el efecto de la aplicacién individual
de los inductores (Fig. 3.6.B). En general, ninguna condicién afectd la
acumulacion de los transcritos de la NCS (1 y 2), asi como de la PPO (Fig.
3.4.). Esto no necesariamente descarta la participacion de estas enzimas en
las respuestas de defensa. Varios pasos del procesamiento afectan de
manera cuantitativa o cualitativa la poblacién de un determinado ARNm
(Fiehn and Weckwerth, 2003). Ademas, la observacion simple del
franscriptoma, no provee de un panorama completo de la respuesta del
cultivo. Las enzimas, pueden tener muchos puntos probables de regulacién
gue incluyen niveles transcripcional (Thipyapong y Steffens., 1997), post-
transcripcional, traduccional post-traduccional y todas las formas de control
bioquimico tales como la regulacion alostérica y por retro alimentacién
(Fiehn and Weckwerth, 2003). En el caso de las PPO’s, incluso cambios
conformacionales, se involucran para definir el tipo de reaccidon que
catalizan; como mono o difenolasa (Yoruk y Marshall., 2003). Ademas, la
falta de correlaciéon entre la acumulacion de sanguinarina, y la induccion
transcripcional de estos genes puede deberse a su ubicacién en la ruta de
biosintesis de este alcaloide, pues son enzimas que participan en las
primeras etapas (Fig. 3.1), y quiza la activacion de los Ultimos pasos de la
biosintesis de estos alcaloides sean los mas afectados.
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Por su parte, las PPO’s son enzimas muy versatiles cuya
redundacia genética, asi como su expresion tejido especifica es muy
variable entre las diferentes plantas que se han analizado (Thygensen et al.,
1995; Thipyapong y Steffens 1997; Sullivan et al., 2004; Mayer, 2006). Dado
que este trabajo representa una de los primeros estudios en plantas
productoras de ABI’s, es dificil establecer el aporte de su participacion en el
proceso. Respecto a la TyDC los datos obtenidos difieren de lo observado
en P. somniferum, en las cual esta enzima es codificada por una familia
multigénica cuyos integrantes presentan una expresion tejido-especifica
(Facchini et al., 1994; Facchini et al., 1996).

La induccién de cultivos in vitro ha sido una estrategia muy
empleada, tanto el estudio de rutas metabdlicas, como para la obtencion de
metabolitos bioactivos (Facchini and Park, 2003; Ross et al., 2006; Cho et
al; 2008). Por este motivo y con el fin de tener un suministro constante de
material vegetal, se generaron y caracterizaron cultivos de células en
suspension que fueron sometidos a diferentes tratamientos, buscando
incrementar la produccién de sanguinarina. Las diferentes estrategias de
induccion permitieron analizar la respuesta de algunos genes involucrados
en el metabolismo secundario de esta especie. Con esto, se determiné que
la TyDC y la BBE posiblemente estén reguladas a nivel transcripcional, pues
su expresién varia en respuesta a los diferentes tratamientos, mientras que
los transcritos de la NCS y la PPO, practicamente no se vieron afectados en
ninguna de las condiciones evaluadas. De los diferentes tratamientos, la
aplicacion secuencial de Melda, SA y extracto de levadura (Fig.3.5A)
condujo a la maxima produccién de sanguinarina, de manera similar a lo
que ocurre en cultivos de E. califérnica (Papaveraeae; Cho et al., 2008). Por
lo tanto, se logré optimizar la produccién de sanguinarina en los cultivos de
A. mexicana, lo cual brinda un buen modelo para el estudio de la regulacién
de esta ruta.

Perspectivas

La biosintesis de alcaloides es altamente regulada y su control
involucra diferentes células, tejidos, desarrollo y condiciones ambientales
(Facchini, 2001). Actualmente se tienen progresos en la elucidacion de
estas rutas metabdlicas, pero aunque ya se han generado nuevas técnicas
de secuenciacion que pueden generar grandes bases de datos en tiempos
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obtencion del alcaloide, para los ensayos de las posibles aplicaciones
médicas que se han propuesto para este metabolito.
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related to w mechanisn (o avoid the sanguinarine
toxic effects on cells. In here, we report our findings.

Materials and methods
Biological materials

Argemaone mexicana calll (AM-1 line) has been
maintained for over 2 years in .5 mg 6-benzylumi-
nopurine (BAPY 17! and 1.5 mg naphthalenacetic acid
(INAA) 177, Cell suspensions were induced by trans-
ferring frinble AM-[ calli (ca | g fresh weight) w0
liguid PC media (Phillips and Collins 1979) pH 5.8,
supplemented with 25 g sucrose 17" and the same
growth regulators. Cultures were incubated at 25 +
2°C under continuous fight {photon flux density of
4060 pmol m™* '), and shaking at 100 pm. Sus-
pensions were transferred biweekly to fresh media,

Induction of alkaloid biosynthesis

Ten-day old A, mexivana cell suspension cultures
(lincar growth phase) were used for ull experiments.
Elicitor treatiments were initiated by adding T ml of
cither methyl jusmonate (Mela), salicylic acid (SA). or
the fungal homogenate to 55 mlecll suspension. Mela
and SA were diluted in ethanel and water respec-
tively, and added o cell cultures to the concentritions
of shown in the Figures. Fungal elicitor (Fusarinm
axyspornm) was prepared as previously described
(Eilert et al. 1985). Briefly, sections of mycelium
(1 em?), rown on potato/dextrose/agar were used to
inoculate 50 ml PC media and then incubated at 22°C
in the dark, at 120 rpm for 6 days. Mycelia and
medium were homogenized with a polytron (Janke-
Kunkel. T2), autoclaved (1 kg cm‘:) for 20 min, and
subsequently centrifuged under sterile conditions with
the supernatant serving as elicitor. In all cases, samples
were collected by vacuum filtration, Control eultures
received 1 ml solvent instead of the elicitation treat-
ment. Samples in triplicate were collected every
5 days and fresh weight was registered previous 1o
freezing with liquid nitrogen. Frozen samples were
stored at —=20°C until analysis. For dry weight deter-
mination, tissues were freeze-dried.

9] Springer

Analytical procedures

Alkaloids were extracted from freeze-dried issues
with methanol. prior to chromatographic separation,
Chromatographic plates were separated using u mix-
ture of a-buthanol/acetic acid/water (7:1:2, by vol)
and then quantified by TLC densitometry using a
Shimadzu C8-930 dual wavelength chromatoscanner.,
equipped with a DR 2 data colleetor (Kyoto Japan).

Microscopic ohservations

Autofluorescence of samples, 1 ml of either control
cclls or elicited cctl suspensions, was examined using
an epifluorescence  microscope. The  presence  of
dihydrobenzophenanthridine and benzophenanthridine
alkaloids was detected using Zeiss filter sets (Exc.
BP = 365/12 nm. FT' = 395 nm. Em. LP = 397 om

40 nm, FT = 510 nm, Em. LP = 520 nm for benz-
ophenanthridines; Weiss et al. 2006). Images were
obtained with a microscope-coupled digital camera and
processed by Axiovision v.3.0 software.

Results and discussion

A. mexicana cell suspensions produced mainly san-
guinarine which was present throughout the entire
culture period at between 0.5 and 0% mp p DW=,
These values are comparable 1o those we have found in
routs and leaves of entire plants growing in the arca
(between | oand 2 mg g DW . Interestingly. such
amounts were higher than those found in other species.
such as Eschscholzia califorica or Papaver somnife-
rum, where sanguinarine does only accumulate in
response to induction treatments (Alcdnaraetal. 2008;
Roas et al. 2006). No berberine could be detected.
The exposure of plant cell cultures to Meda or SA
to promote recondary metabolism is commonly used.
Secondary  metabolism i A, mexicana  culture
responded to Mela exposure but not 10 SA (Fig. 1).
However, maximal sanguinarine accumulation in
Mela-treated cultures only doubled that of the
unexposed ones (Fig. 1), This level of induction
was uncxpectedly low in comparison with those
revorded for other cullures, such as P, somniferum or
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