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RESUMEN

Gomphrena globosa es una planta ornamental que cuenta con metabolitos secundarios que
han sido reportados en estado silvestre y en cultivos in vitro, principalmente los compuestos
fenilpropanoides (fenoles y flavonoides). Estos compuestos con diversas actividades
bioldgicas fungen también como defensores del sistema contra estrés oxidativo. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto del metil jasmonato sobre la produccion de
fenilpropanoides en cultivos in vitro de Gomphrena globosa y estudiar in silico las enzimas
clave de su biosintesis. Se realiz6 la propagacion de plantulas de G. globosa en medio
Murashige & Skoog semisolido para contar con las unidades experimentales para el
experimento de elicitacion. Se elicitaron 3 plantulas por unidad experimental con metil
jasmonato (MeJA) 25y 50 uM, teniendo como controles muestras sin elicitar y muestras con
etanol 4.5 mM. La mayor produccion de fenoles totales se observo a las 6 y 12 h posteriores
a la aplicacion del elicitor a 25 uM (65.580 mg EAG/g ES y 60.902 mg EAG/g ES) y a las 6
h con MeJA 50 uM (60.604 mg EAG/g ES) en parte aérea, y en raiz el mayor incremento se
obtuvo a las 12 h con MeJA 50 uM (23.652 mg EAG/g ES). Después de 3 h con MeJA 50
UM y de 18 h con MeJA 25 uM se alcanzé un contenido de 0.595 mg EQ/g ES y 0.664 mg
EQ/g ES respectivamente. El disefio de oligonucledtidos se realizé por homologia de
secuencias para 6 enzimas clave en la biosintesis de fenilpropanoides, debido a que no existen
secuencias reportadas para G. globosa, validando su amplificacion con un barrido de
temperaturas. De los 6 pares de oligonucleétidos (PAL, C4H, 4CL, C3H, HQT Y CCR), sélo
amplificaron 2 (C3H y HQT) en las condiciones establecidas, obteniendo bandas de entre 50
y 150 pb. Este es el primer trabajo donde se evalla la elicitacion con MeJA en plantulas de
G. globosa y se realiza un estudio in silico de las enzimas clave en la ruta de biosintesis de

fenilpropanoides.
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ABSTRACT

Gomphrena globosa is an ornamental plant, it has secondary metabolites that have been
reported in the wild and in vitro cultures, mainly the phenylpropanoid compounds (phenols
and flavonoids). These compounds, with diverse biological activities, also serve as defenders
of the system against oxidative stress. The objective of this work was to evaluate the effect
of methyl jasmonate on the production of phenylpropanoids in in vitro cultures of G. globosa
and to study, in silico, key enzymes of its biosynthesis. The propagation of G. globosa
seedlings in semi-solid Murashige & Skoog medium was carried out in order to acquire the
experimental units necessary for the elicitation experiment. Three seedlings were elicited per
experimental unit with methyl jasmonate (MeJA) at 25 and 50 uM, having as controls
untreated samples and samples treated with 4.5 mM ethanol. The highest production of total
phenols was observed at 6 and 12 h after the application of the elicitor at 25 uM (65.580 mg
EAG/g DE and 60.902 mg EAG/g DE) and at 6 h with 50 uM MeJA (60.604 mg GAE/g DE)
in aerial part, and in the root the greater increase was obtained at 12 h with MeJA 50 uM
(23.652 mg GAE/g DE). After 3 h with 50 uM MeJA and 18 h with 25 uM MeJA, a content
of 0.595 mg QE/g DE and 0.664 mg QE/g DE was observed, respectively. The
oligonucleotide design was carried out by sequence homology of 6 key enzymes in the
phenylpropanoid biosynthesis, because there are no reported sequences for G. globose. Its
amplification was validated using a PCR experiment with temperature gradient. Out of the 6
pairs of oligonucleotides designed (PAL, C4H, 4CL, C3H, HQT and CCR), only two of them
amplified (C3H and HQT) under the defined conditions, rendering bands between 50 and
150 bp. This is the first study where the elicitation with MeJA in G. globosa seedlings is
evaluated and in silico study of the key enzymes in the phenylpropanoid biosynthesis

pathway is carried out.
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1. Introduccion
Gomphrena globosa, cominmente conocida como amaranto globoso o siempre viva, ha
adquirido interés cientifico debido a las actividades biolégicas de sus metabolitos
secundarios. Los principales metabolitos secundarios encontrados en Gomphrena son:
betalainas con actividad antioxidante, anticancerigena, antiproliferativa y antiinflamatoria
(Tanaka, Sasaki, & Ohmiya, 2008); saponinas con actividad citotoxica, antiinflamatoria,
antifangica, antimicrobianay antiviral (Kim et al, 2011); y los fenilpropanoides con actividad
antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana y antiinflamatoria (Castrillon & Délano,
2016). En nuestro equipo de trabajo, los principales metabolitos encontrados en Gomphrena

globosa son los fenoles simples y flavonoides (Méndez, 2017).

Gomphrena globosa es una especie de hierba presente en Ameérica tropical, ramificada anual,
cultivada como una hierba de floracion ornamental en jardines con una tasa de crecimiento
lento (llyas, Tarnam, & Begum, 2013). El cultivo in vitro vegetal de plantulas es un método
para multiplicar de manera masiva en corto tiempo en cualquier época del afio, conservando
el germoplasma y produciendo compuestos de interés como los fenilpropanoides. Aunado al
hecho de las plantulas, al desarrollar por completo ciertos 6rganos, nos permite tener un

panorama general de lo que ocurre en su metabolismo a travées de estudios fitoquimicos.

La elicitacion puede inducir la produccion de metabolitos secundarios en cultivos in vitro,
donde el metil jasmonato (MeJA por sus siglas en inglés) es la fitohormona que inhiben el
crecimiento de las plantas y la germinacion de las semillas, promueven la senescencia, la
abscision y la formacién de tubérculos, ademas de que se ha estudiado su efecto como
aplicacion exogena, incrementando la produccion de metabolitos secundarios como los
fenilpropanoides (Zhao, Davis, & Verpoorte, 2005). A su vez el &cido salicilico (SA por sus
siglas en inglés) es una fitohormona producida por la via de fenilpropanoides, que induce el
sistema de resistencia adquirido (SAR por sus siglas en inglés). Su aplicacidén exdgena inhibe
la sintesis de enzimas que participan en la transduccion de sefiales, formando especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), estimulando la produccién de

metabolitos secundarios (Zhao, Davis, & Verpoorte, 2005).

Se ha observado tambiéen que la elicitacion puede modificar los niveles de expresion de

enzimas clave en la biosintesis de metabolitos secundarios, lo que es posible corroborar si la
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ruta de biosintesis se conoce en su totalidad. Sin embargo, en Gomphrena globosa no existe
informacion reportada sobre estos hechos, por lo que en el presente estudio se evaluarén los
niveles de expresion de enzimas claves en la ruta de biosintesis de fenilpropanoides, a través

de la elicitacion con MeJA y SA en plantulas in vitro de dicha especie.

2. Antecedentes

2.1 Familia de las Amaranthaceae

La familia de las angiospermas Amaranthaceae, clase Magnoliopsida del orden
Caryophyllales fue establecida en 1789 por A. L. Jussieu, la cual incluye 176 géneros y 2400
especies; 25 géneros son exclusivos de Africa, 13 son endémicos de América y de las Islas
Galépagos. 3 de estos géneros corresponden a las Amaranthoideae y los otros 10 géneros le
pertenecen a Gomphrenoideae-Gomphreneae (Sanchez, Flores, & Valdés, 1999). En México
se han reportado 10 géneros de esta familia, 36 especies y 6 variedades, siendo la octava
familia mas diversa en el pais, con respecto a las 79 familias de flora haldfila y gipsoéfila
(Sanchez, Flores, & Valdés, 1999).

Las Amaranthaceae son una familia cosmopolita la cual crece en condiciones severas, en
areas salinas y aridas; una de estas caracteristicas asegura su supervivencia en ambientes
adversos al realizar la fotosintesis por la ruta metabélica C4 debido a la anatomia interna de
las hojas. Otras caracteristicas presentes en esta familia son la esperanza de vida, estructura
de las hojas, comportamiento, cobertura pilosa y tipos de venas; secuencias rbcL (gen de
Ribulosa 1,5-difosfato carboxilasa/oxigenasa de subunidad larga del cloroplasto por sus
siglas en inglés), secuencia ORF2280 (marco abierto de lectura por sus siglas en inglés, del
plastido de plantas), estructura del cloroplasto y sitios de restriccién del ADN. Algunas
especies tienen hojas y raices comestibles, las semillas de las especies ubicadas en
Sudamérica son usadas para flores y otras son ornamentales, por ejemplo: Celosia spp.,
Gomphrena spp., e Iresine spp (Fank de Carvalho et al, 2010).

Las Amaranthaceae son hierbas erectas o ascendentes de 50 cm, con hojas en espiral,
deltoides a elipticas ovaladas. Tienen inflorescencias axilares, esbeltas y con puntas tirsoides.

Florecen principalmente entre junio y diciembre (llyas, Tarnam, & Begum, 2013).
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Los miembros de la familia Amaranthaceae estan divididos en cuatro tribus: Celosieae,
Achyrantheae, Braylineae y Gomphreneae (Salvador et al, 2012). El grupo Gomphrenoideae
contiene 19 géneros y aproximadamente 400 especies; Gomphrena y Alternanthera son dos
de los géneros mas grades y amplios con 120 y 100 especies respectivamente (Sanchez,
Borsch, & Motley, 2009).

2.1.1 Género Gomphrena

Varias especies del género Gomphrena son arbustos o hierbas, usualmente con un sistema
grueso subterraneo de naturaleza maderosa o carnosa. Existen varias especies consideradas
malezas y algunas son cultivadas como jardineria ornamental. Las especies Gomphrena
comprenden una serie de plantas comestibles, ornamentales y medicinales comdnmente

conocidas como Amaranto globoso (llyas, Tarnam, & Begum, 2013).

Gomphrena globosa es una especie de Ameérica tropical, es una hierba ramificada anual,
cultivada como una hierba de floracién ornamental en jardines, la cual es cominmente
conocida como amarantina, amaranto redondo, perpetua, amaranto perenne, siempreviva,
flor de Santa Lucia, ocucha, pluma, malva blanca, violetilla, violeta silvestre o flor de la
oracién, que pertenecen a la familia de las Amaranthaceae. Sus hojas son de entre 5-10 cm,
subsésiles, elipticas u ovaladas, agudas u obtusas. Sus flores tienen de 2.5-3.7 ¢cm de
didmetro, moradas o rosadas, globosas con dos bracteas frondosas, con peddnculos
terminados en ramificaciones. Crece de 30 a 60 cm de altura con una tasa de denso y lento

crecimiento (Hamiduzzaman et al, 2012).

2.2 Usos terapéuticos del género Gomphrena

Las especies de Gomphrena son empleadas en la medicina popular para el tratamiento de
muchas enfermedades, debido a su valor nutritivo. Las hojas y flores de Gomphrena globosa
es un remedio popular para la oliguria, fiebre y empacho, hipertension, como antimicrobial
y antioxidante, para la tos, diabetes, problemas del rifion, ronquera, bronquitis y otras
enfermedades respiratorias, principalmente como expectorante y para problemas
reproductivos. Las diferentes especies de este género también muestran actividad
antibacterial, antimalarica y diurética. Ademas del uso ornamental es también cominmente
usada para el tratamiento de ictericia, colesterol alto y problemas urinarios en América Latina

y el Caribe (llyas, Tarnam, & Begum, 2013).

19



En Sudamérica, Gomphrena globosa es utilizada como abortivo. Decoccién de la planta

entera de esta y de otras especies relacionadas son aplicadas a heridas gangrenadas.

Gomphrena martiana y Gomphrena boliviana son empleadas como agentes antimicrobianos

por los nativos. Como tratamiento para el dolor de cuerpo, las hojas de Gomphrena globosa

son molidas en una pasta que se aplica en la parte afectada y se cubren con la hoja de la

misma planta. Las especies con actividad bioldgica, incluyendo la actividad antimicrobiana,

con usos en enfermedades respiratorias y gastrointestinales y enfermedades infecciosas se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Principales actividades bioldgicas reportadas para el género Gomphrena (Salvador

et al, 2012).

Especie

Gomphrena boliviana

Gomphrena celosioides

Gomphrena globosa

Gomphrena haenkeana

Gomphrena

macrocephala

Gomphrena martiana

Gomphrena mayeniana

Gomphrena perennis

Gomphrena pulchella

Actividad bioldgica
Actividad antimicrobiana, propiedades anticancerigenas,

actividad citotoxica.

Actividad antimicrobiana (bacteria Plasmodium
falciparum), propiedades anticancerigenas, actividad
analgesica.

Actividad antimicrobiana, propiedades anticancerigenas,
actividad citotoxica.

Actividad antimicrobiana, propiedades anticancerigenas,
actividad citotoxica.

Muluscicida (Biomphalaria glabrata) y citotoxica contra
Artemia salina

Actividad antimicrobiana, propiedades anticancerigenas,
actividad citotoxica.

Actividad antimicrobiana, propiedades anticancerigenas,
actividad citotoxica.

Actividad antimicrobiana, propiedades anticancerigenas,
actividad citotoxica.

Actividad antimicrobiana
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Las actividades bioldgicas reportadas para Gomphrena globosa se muestran en la Tabla 2,

donde se incluye el antecedente del equipo de trabajo.

Tabla 2. Actividades bioldgicas en Gomphrena globosa

Gomphrena globosa
Planta completa (extracto metandlico)

Hojas (extracto etanolico)

Planta completa (extracto metandlico)

Inflorescencias  (extracto  acuoso

etanolico)

Parte aérea (extracto con cloroformo)

Flores (extracto metanodlico, butandlico y

etanolico)

Flores (extracto acuoso)

Planta completa (extracto de acetato de Anticancerigena

etilo)

Actividad Autor

Antioxidante Cai et al, 2003
Citotdxica Arcanjo et al, 2011
Antimicrobiana

Hipotensiva

Hamiduzzaman et al,
2012

Antimicrobiana
Citotoxica
Antioxidante
y  Antioxidante Silva et al, 2012
Antiinflamatoria

Citotdxica Latha & Rajendran,

2013

Antioxidante Sharma & Grewal, 2014

Antioxidante Lobo, et al, 2015

Aguilar, 2018
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2.3 Fitoquimica de Gomphrena

Ferreira, y colaboradores en 2004 encontraron que la parte aérea de la panta contiene
glicosidos de esterol como Gomphesterol -D glucdsido unido a B-sitosterol, estigmasterol,
campesterol, estigmasterol--D-glucdsido, friedelina, 3-epi-friedelinol, alantoina y
crisoeriol-7-O-B-D-glicésido, gomphrenosido, hopan-7p-ol, B-sitosterol-3-O-B-D glucosido
y 1-triacontanol. La extraccion con acetato de etilo y metanol de Gomphrena celosioides, al
realizarle el analisis fitoquimico por Dosumu et al, en 2005 se revel6 la presencia de
metabolitos secundarios que incluyeron: alcaloides, taninos, saponinos, esteroides,
glicdsidos y azlcares reductores. Corke, Cai, y Sun, en 2005 identificaron betacianinas en
ocho tipos de amarantinas, seis tipos de gomphreninas y dos tipos de betaninas de
Amaranthaceae mediante la caracterizacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

en Fase Reversa (HPLC-RP por sus siglas en inglés).

Kuroda, y colaboradores en 2006 analizaron los constituyentes fitoquimicos de Gomphrena
macrocephala, resultando en el aislamiento de dos nuevos oleananoglicésidos y un nuevo
taraxerano glicésido. Betalainas, betacianinas y flavonoides fueron también aislados de la
planta completa (Chang, Chu, & Chu, 2012) y de las flores (Heuer et al, 1992).

Dosumu, y colaboradores en 2010 aislaron compuestos bioactivos como saponinas,
esteroides, aminoéacidos, azucares no reductores, fenoles y flavonoides de la extraccion
metanolica de Gomphrena celosioides. Dosumu, y colaboradores en 2010 evaluaron la
bioactividad de extractos de Gomphrena celosioides contra diversos organismos. Los
extractos de acetato de etilo y metanol de la planta mostraron actividad inhibitoria en
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y
Salmonella typhi. El extracto de metanol fue activo contra Candida albicans, Aspergillus
niger y especies Tricophyton con un diametro entre 14 y 20 mm. La extraccion fraccionada
con metanol produjo 3-(4-hidroxifenil) metilpropenoato con una leve actividad
antimicrobiana contra los microorganismos evaluados. El ensayo antihelmintico mostré en
los extractos de actetato de etilo y metanol actividad contra Fasciola gigantica, Taenia
solium y Pheretima pasthuma. El extracto de acetato de etilo fue el mas toxico causando:

paralisis a Taenia solium por 15 minutos y la muerte de Fasciola gigantica en 20 minutos de
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aplicacion. El analisis fitoquimico Gomphrena globosa extraida con etanol detectd la
presencia de saponinas, alcaloides, aztcares reductores y cumarinas (Arcanjo et al, 2011).

Algunas especies de Gomphrena han sido estudiadas buscando la caracterizacion de
elementos inorgéanicos y metales pesados en sus tejidos. Algunos de estos trabajos realizados
sugieren que estas plantas pueden bioconcentrar metales pesados. Usando analisis de
fluorescencia de rayos X, se demostro que varios elementos inorganicos que pudieran ser
detectados en los extractos y polvos de las especies de Gomphrena (Tabla 3) (Salvador et al,
2012).

El analisis de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Deteccion de Diodos (HPLC-
DAD por sus siglas en inglés) permitié la determinacién de 24 compuestos fendlicos
identificados en inflorescencias de Gomphrena globosa extraidas con agua por
calentamiento, y los cuales comprenden acidos fenolicos libres, glicésidos flavonoides y
aglicones. También fue posible identificar ocho betacianinas de la extraccion con metanol de

las inflorescencias (Silva et al, 2012)

Hamiduzzaman & Zafrul Azam, en 2012 hallaron tres componentes mostrados en la Figura
1: estigmasterol, B-sitosterol y acido isocavicinico del extracto crudo la planta entera de
Gomphrena globosa con metanol en combinacién con una columna cromatogréafica y
cromatografia de capa fina sobre silica gel. La oleuropeina fue aislada por Babu y
colaboradores, en 2012 en Gomphrena serrata sometiéndola a extraccion con cloroformo

aplicando calor.

Los estudios quimicos previos de las especies de este género fueron relacionados al
aislamiento de hidrocarbonos, alcoholes, esteroides, terpenoides, ecdisteroides, flavonoides
y protoalcaloides. A pesar de que algunos estudios fitoquimicos y de actividad bioldgica se
han llevado a cabo en ciertas especies, el género Gomphreneae sigue pobremente estudiado
(llyas, Tarnam, & Begum, 2013).
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Tabla 3. Elementos organicos detectados en dos especies de Gomphrena

Especie Elementos inorganicos detectados

Gomphrena glabrata P, S, Cl, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn,
Br, Sr, Cd, Bay Pb

Gomphrena globosa S, K, Ca, Sc, Ti, V, Mn, Fe, Co, Cuy Zn

Gomphrena globosa S, K, Ca, Fe, Co, Cuy Zn

Figura 1. Compuestos extraidos de Gomphrena globosa: 1) estigmasterol y 2) B-sitosterol
(Hamiduzzaman & Zafrul Azam, 2012).

Una nueva betaxantina fue detectada en inflorescencias de Ulluco amarillo y en Gomphrena
globosa: Arginina-Betaxantina por Biswas, Satyahari, y Ramkrishna, en 2013; el cual no
habia sido reportado hasta entonces como un pigmento que ocurre de manera natural, siendo

caracterizado en espectrofotometria de masas y UV-Visible.

Los metabolitos encontrados hasta la fecha en G. globosa y que ya se encuentran publicados
se resumen en la Tabla 4, incluyendo lo reportado por nuestro equipo de trabajo del
Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales, que ha observado la presencia compuestos
fenolicos y betalainas, en cultivos celulares y plantulas obtenidas a partir de semillas
artificiales (Méndez, 2017: Cruz, 2018).
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Tabla 4. Metabolitos identificados en Gomphrena globosa

Material vegetal

Planta silvestre

Cultivo de callos

Planta silvestre

Planta silvestre

(hojas)

Inflorescencias

Planta silvestre

Inflorescencias

Planta silvestre

Planta silvestre

Inflorescencias
Cultivos celulares

Plantulas de

semillas artificiales

Metabolito

Saponinas esteroideas (extracto hexanico) y
triterpenoides (extracto diclorometanico)
Compuestos nitrogenados (alantoina,
adenosina) 'y  compuestos  aromaticos
(flavonoides) (extracto metandlico)
Flavonoides

Triterpenoides (extracto metanolico
fraccionado)

Saponinas, alcaloides, azucares reductores y
cumarinas

Compuestos fenolicos (24) y betacianinas (8),
(extracto acuoso)

Fenoles totales (extracto metandlico)

Compuestos fenolicos (24) (extracto acuoso)
y betacianinas (8) (extracto metandlico)
Oleuropeina (extracto de cloroformo, metanol
y acuoso)

Compuestos fendlicos (21) y betacianinas
(extractos metanolicos)

Betacianinas (extracto etandlico)
Compuestos fendlicos y betalainas

Fenoles totales y betalainas (extracto acuoso)

Autor
André et al, 2003

Dinda et al, 2004
Arcanjo et al, 2011
Ferreresetal, 2011
Hamiduzzaman et
al, 2012

Silva et al, 2012
Latha &
Rajendran, 2013

Lobo et al, 2014

Lobo et al, 2017
Méndez, 2017

Cruz, 2018
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2.4 Principales familias de metabolitos secundarios (con actividad

biologica) en Gomphrena globosa

Los metabolitos secundarios se encuentran sélo en organismos especificos o en grupos de
organismos y son una expresion de individualidad en las especies. Los metabolitos
secundarios no son necesariamente producidos en todas las condiciones y en la gran mayoria
de los casos la funcién de estos compuestos y su beneficio al organismo aun no es conocido.
Algunos sin duda son producidos por razones facilmente apreciables: materiales toxicos que
proveen defensa contra predadores, atrayentes volatiles hacia las mismas u otras especies,
pero es logico asumir que todos juegan un papel vital en el bienestar del productor. En esta
area, el metabolismo secundario provee muchos de los productos naturales
farmacoldgicamente activos (Dewick, 2002). Entre los compuestos bioactivos que se han

reportado en Gomphrena globosa se describen a continuacion.

2.4.1 Betalainas

Las betalainas se clasifican en betacianinas rojas y en betaxantinas amarillas. La biosintesis
metabolica de betalainas, las enzimas y los genes involucrados en la ruta metabdlica son
menos comprendidos que los flavonoides y los carotenoides. Los pasos de la biosintesis
fueron propuestos hace 25 afios, como base de evidencia fitoquimica de experimentos
alimenticios La molécula precursora de esta ruta es dihidroxifenilalanina (DOPA por sus
siglas en inglés), a partir de tirosina por la enzima tirosin hidroxilasa. Esta ruta de biosintesis
consiste en pasos de varias reacciones enzimaticas y reacciones quimicas espontaneas

(Tanaka, Sasaki, & Ohmiya, 2008), las cuales se muestran en la Figura 2.

La formacién de DOPA es catalizada por la enzima tirosina hidroxilasa, hacia la formacion
de acido betalamico por DOPA 4,5-dioxigenasa (DOD por sus siglas en inglés), la formacion
de cDOPA (ciclodihidroxifenilalanina por sus siglas en ingles) en plantas se lleva cabo por
PPO (polifenol oxidasa por sus siglas en inglés) o DOPA oxidasa (enzima Ill), la conjugacion
de &cido betalamico y el grupo amino de un aminoacido por cDOPA (Enzima VIII), y la
modificacion con moléculas de azlcar y alifaticos o aromaticos por las enzimas 1V-VII.

cDOPA es presumiblemente sintetizado a partir de DOPA por la accion de PPO, pero no hay
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evidencia directa que lo pruebe in vitro, excepto la correlacién de la acumulacién de ARNm
de PPO y contenido de betacianina en tejidos de menta (Joy IV et al, 1995).

Las betalainas son unos de los primeros colorantes naturales desarrollados para el uso en
sistemas alimenticios y son ampliamente usados en la industria alimenticia moderna, ademas
de que se demostro que tienen importantes actividades bioldgicas como la induccion de la
quinona reductasa, potente enzima de detoxificacion en la quimio prevencion del cancer,
actividad antiproliferativa de células de melanoma maligno y actividad antioxidante que

representa una nueva clase de antioxidantes alimenticios (Cai, Sun, & Corke, 2005).

Figura 2. Ruta metabdlica de la biosintesis de betalainas (Tanaka, Sasaki, & Ohmiya, 2008).
Las enzimas se encuentran como palabra de enlace entre los cuadros, y los metabolitos
resultantes se encuentran dentro de los cuadros grises. Las flechas que tienen una division

entre ellas corresponden a reacciones incompletas o enzimas desconocidas.
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2.4.2 Saponinas

La biosintesis de saponinas es un proceso complicado mediado por dos rutas metabdlicas de
biosintesis: la ruta del mevalonato (MAV por sus siglas en inglés) y la ruta del metil-eritriol
(MEP por sus siglas en inglés), ambas lideran la fomacion de isopentenil difosfato (IPP por
sus siglas en inglés) y su isdomero dimetilalil difosfato (DMAPP por sus siglas en inglés), los
cuales son los precursores de todos los terpenos que se formardn. La adicion de IPP y
DMAPP encabeza la formacion de geranil difosfato (GPP por sus siglas en inglés) mediada
por geranil difosfato sintasa. Farnesil difosfato sintasa es responsable de la adicién de un IPP
aun GPP. Mas adelante, la enzima escualeno sintasa dirige la condensacién de dos moléculas
de farnesil difosfato (FPP por sus siglas en inglés) de la sintesis del escualeno, las cuales son
las principales precursoras de saponinas esteroideas y triterpenas. Subsecuentemente,
escualeno es oxidado a 6xidoescualeno, el punto de inicio comdn de reacciones de ciclacion
de biosintesis saponinas triterpenas. Oxidoescualeno es convertido en derivados ciclicos que
crean un carbocation que se someten a muchos tipos de reacciones de ciclacion. El tipo de
ciclasa que se involucra en las reacciones de ciclacion determina el esqueleto que se formara.
Diferentes tipos de ciclasas han sido descritas y su mecanismo de accion estd bien
documentado; las mas importantes son: dammarenediol sintasa, B-amirina sintasa y o-
amirina sintasa que resultan en diferentes tipos de saponinas (Lambert, Faizal, & Geelen,
2011). La ruta metabdlica de biosintesis de saponinas, incluyendo sus precursores,

intermediarios y regulacion se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Ruta metabdlica de biosintesis de saponinas (Kim et al, 2011). La ruta del lado
izquierdo es la ruta MEP y la ruta del lado derecho es la ruta MVA que biosintetizan
saponinas. Las enzimas estan como palabras de enlace entre las flechas, y los metabolitos

resultantes se encuentran dentro de los cuadros grises.

2.4.3 Fenilpropanoides

Los fenilpropanoides contribuyen en todos los aspectos de las respuestas de las plantas
mediante estimulos bidticos y abidticos. Indican la respuesta de estrés de la planta y son
mediadores de la resistencia de las plantas a patdgenos. Los polimeros de fenilpropanoides
contribuyen sustancialmente a la estabilidad y robustez de gimnospermas y angiospermas
por dafio mecénico o ambiental. La gran diversidad de fenilpropanoides se debe a la
modificacion y amplificacion de un nucleo limitado de estructuras derivadas de la via del
shikimato, ademas del perfil que se desarrolla por la superfamilia de enzimas que participan

en la ruta: oxigenasas, ligasas, oxidoreductasas y transferasas (Vogt, 2010).
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Los fenilpropanoides se acumulan en todos los 6rganos y tejidos en diferentes etapas del
desarrollo y dependen de las condiciones ambientales. Ademas de los multiples roles en el
desarrollo y adaptacion de la planta al ambiente, estas moléculas son de mayor interés para
la nutricién y salud humana, ya que contribuyen a la calidad organoléptica de los productos

derivados de las plantas (Castrillon & Délano, 2016).

Los aminoacidos L-fenilalanina y L-tirosina con un esqueleto C6C3 son los precursores de
un amplio rango de productos naturales. En plantas, el primer paso de la ruta de biosintesis
es la formacion del acido trans cindmico debido a la eliminacion del amonio de la cadena
lateral. El &cido cindamico se forma a partir de L-fenilalanina y el &cido 4-cumarico (&cido p-
cumarico) se forma a partir de L-tirosina o L-fenilalanina (Figura 4). En la mayoria de las
plantas vasculares, L-fenilalanina es el sustrato preferencial, las monocotiledéneas pueden
usar L-fenilalanina y L-tirosina. Todas las plantas parecen tener la habilidad de eliminar el
amonio a través de L-fenilalanina amonio-liasa (PAL), pero la transformacion de tirosina es
mas restringida, limitado principalmente para la familia de las Graminae/Poaceae. Otros
acidos cinamicos son obtenidos por hidroxilaciones y metilaciones adicionales, construyendo
secuencialmente un patrén de sustitucion tipico de los metabolitos de la via del shikimato.
Algunos de los acidos cinamicos méas comunes son: el 4cido 4-cumérico, acido cafeico, cido
feralico y acido sinapico (Figura 4); los cuales se pueden encontrar de forma libre en las
plantas y en formas esterificadas que dan lugar a diferentes familias de metabolitos de mayor

complejidad que corresponden al grupo de fenilpropanoides (Dewick, 2002).

La biosintesis de lignanos y ligninas estd mediada por los acidos cinamicos (Figura 4). Los
polimeros de lignina son el material que da rigidez a la pared celular de las plantas,
comportandose como matriz de las microfibras de celulosa, ademas de comprender un amplio
reservorio de materiales aromaticos que son dificiles de aprovechar debido a como se
encuentran agrupados. La lignina se forma por oxidacion fenélica acoplada a mondémeros de
alcohol hidroxicinamil por enzimas peroxidasas. Los alcoholes son derivados de la reduccién
de &cidos cindmicos por ésteres de coenzimas A y aldehidos por patrones de sustitucion que
no son necesariamente elaborados en el paso de los &cidos cinamicos. Los ésteres de
coenzima A y aldehidos pueden también ser sustratos para hidroxilaciones aromaticas y

metilaciones. La formacion de ésteres de coenzima A facilita el primer paso de reduccion por
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la introduccion de un mejor grupo saliente por la reaccion dependiente de NADPH. La
reduccion de aldehido a alcohol, que es el segundo paso de reduccion, utiliza a una molécula
adicional de NADPH vy es reversible. La oxidacion de un electron del grupo fenol es llevada
a cabo por la enzima peroxidasa, esta oxidacion permite la deslocalizacion del electron
desapareado, causando formas resonantes en las cuales el electron reside en la posicion orto
y para en funcion del oxigeno. Los cinamaldehidos son también derivados fenilpropenos y

producto de reacciones de reduccion (Dewick, 2002).

La hidroxilacion de &cidos orto cinamicos de la cadena lateral es un paso crucial en la
formacion de un grupo de acidos cindmicos derivados de lactona, las cumarinas (Figura 4).
La oxidacion del &cido 4-cumarico puede ocurrir de forma orto en la cadena lateral. Los
acidos hidroxicinamicos que luego sufren un cambio en la configuracién de la cadena lateral
de la forma trans a la forma menos estable cis. Mientras que la isomerizacion trans-cis podria
ser desfavorable en el caso de un aislado simple de doble enlace, en los &cidos cinamicos la
conjugacion completa del sistema permite que este proceso ocurra con facilidad, y la
irradiacion con luz UV es suficiente para producir mezclas equilibradas que pueden separarse
(Dewick 2002).

Los &cidos cinamicos, como los ésteres de coenzima A pueden funcionar también como
unidades iniciales para extensiones de cadena con unidades de malonil-CoA, combinando
elementos de la via del shikimato y del acetato. ComiUnmente tres unidades de C> son
adicionadas via malonato dando lugar a los flavonoides y estilbenos. El producto inicial es
un policétido y dependiendo de la naturaleza de la enzima se puede plegar en dos diferentes
maneras. La enzima estilbeno sintasa y chalcona sintasa acopla a una unidad de cinamoil
CoA con tres unidades de malonil CoA dando estilbenos. Las chalconas son precursoras de

un amplio rango de flavonoides y sus derivados (Dewick, 2002).

Los isoflavonoides forman una amplia subclase de compuestos flavonoides con variaciones
estructurales, el anillo aromatico derivado del shikimato ha migrado hacia el carbon
adyacente del heterociclo. La oxidacion de compuestos fenolicos, como los catecoles dan
lugar a quinonas: orto-quinonas y quinoles. Las quinonas se pueden formar por sistemas
fenolicos generados ya sea por via del shikimato o del acetato, dando catecol o quinol
(Dewick, 2002).
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Todas las clases de compuestos fenilpropanoides no estan presentes en todas las especies de
plantas. Aunque los acidos hidroxicindmicos y los flavonoides son ubicuos en plantas
superiores, los isoflavonoides y estilbenos estan limitados a familias de plantas particulares
(Dixon et al, 2002).

Los fenilpropanoides pueden jugar un papel importante como moléculas sefial, tanto en el
desarrollo y defensa de las plantas. También es posible que estos roles puedan sobreponerse,
como modificaciones para mejorar la resistencia a enfermedades que puedan afectar el
proceso de desarrollo. Los ejemplos bien sabidos del papel regulatorio de los
fenilpropanoides incluyen las actividades dehidrodiconiferil glucésidos y flavonoides
glucésidos como moduladores potenciales de la division celular, flavonoides como
reguladores en el transporte de auxinas y el acido salicilico como regulador en la activacion
de genes de defensa por induccién ante patdgenos, por estallamiento oxidativo y por muerte
celular inducida por patégenos (Dixon et al, 2002).

La ruta metabdlica de la sintesis de fenilpropanoides (Figura 4) es bien comprendida y
conservada entre plantas con semillas y se sintetizan en el citosol. Se ha propuesto que las
enzimas que participan en la biosintesis forman un complejo supermolecular (metabolon) por
la interaccion via proteina y se une al reticulo endoplasmico de la membrana (Grotewold,
2006: Winkel, 2004), secuestrando los intermediarios mediante piscinas citosolicas
difusibles. Esto impacta fuertemente en el resultado de los intentos por incrementar o
disminuir el nivel de un compuesto en particular mediante procesos transgénicos (Dixon et
al, 2002).

Las enzimas que biosintetizan los fenilpropanoides pertenecen a varias familias, como 2-
oxoglutarato dependiente dioxigenasas (OGD por sus siglas en inglés), citocromos P450 y
glucosiltransferasas, las cuales sugieren que las plantas reclutan estas enzimas de rutas
metabolicas preexistentes. El analisis filogenético indica que los genes que codifican estas
enzimas con actividad idéntica o parecida se han separado antes de la especiacion de las

plantas de semillas (Tanaka & Brugliera, 2008).

Esta via metabolica presenta algunos de los ejemplos mejores caracterizados de canalizacion
metabdlica en metabolismo de plantas. La canalizacion metabdlica involucra la organizacion

fisica de enzimas sucesivas en una via metabdlica en complejos a través de los cuales los
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intermediarios de la via son canalizados sin difusion en la mayor parte del citosol (Dixon et
al, 2002).

La ruta metabdlica de fenilpropanoides sirve como un excelente sistema para desarrollar la
comprension de como manipular genéticamente la ruta en plantas, debido a la extensa
informacion disponible respecto a los genes estructurales y regulatorios. Sin embargo, adin
falta informacion importante sobre los puntos de control y sobre varias subdivisiones en la

ruta.

2.4.3.1 Regulacion de la biosintesis de fenilpropanoides

La enzima PAL comprende una familia de isoenzimas o complejos multi-enziméticos que no
requieren cofactor para actuar, se regula en sus niveles de expresion o en su actividad. La
regulacion en sus niveles de expresion se encuentra dada por la induccion genética, al
aumentar su transcrito (ARNm) por estrés abidtico, lesiones, elicitores flngicos, radiacion
UV y ataque por patdgenos. La regulacion de la actividad enzimatica es a traves del sistema
ferredoxina-tioredoxina en los cloroplastos, siendo la luz el estimulo bésico. La forma
reducida de PAL es la forma activa, provocando su oxidacion por la oscuridad e inactivando
la enzima (Boudet, 2007).

La enzima C4H pertenece a la familia de las P450, y es altamente especifica para la
conversion de cinamato, y promotor de las regiones de genes C4H que contienen elementos
putativos cis-activos conocidos de otros genes fenilpropanoides que apoyan una regulacion
transcripcional coordinada de los genes de la via de fenilpropanoides. La regulacion rio abajo
de C4H en plantas transgénicas y con mutaciones de C4H induce efectos pleiotropicos en los
patrones fenolicos, incluyendo la reduccién de acido clorogénico, flavonoides y ligninas. Lo
anterior es de utilidad para apoyar a la idea de que C4H es un paso limitante para la

canalizacion del flujo de carbono en la ruta de fenilpropanoides (Boudet, 2007).

La formacion de acido cafeico a partir del &cido p-cumarico esta mediada por una enzima 3-
hidroxilasa perteneciente a la familia de las citocromos P450, la cual no se ha caracterizado

hasta la fecha, sin embargo, al expresarse de manera heteréloga en levadura, se encontr6 que
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esta enzima es responsable del paso final en la biosintesis de acido clorogénico, un compuesto
fendlico comun en plantas (Boudet, 2007).

En general, la familia de las citocromos P450, son las principales responsables de la
diversidad y flexibilidad del metabolismo fendlico, ademas de controlar el flujo metabolico
en dos diferentes ramificaciones de la ruta metabdlica (Boudet, 2007).
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Figura 4. Ruta de biosintesis de Fenilpropanoides (Dewick, 2002, Dixon et al, 2002, Kanehisa Laboratories, 2017). Las palabras de enlace representan a las enzimas
de laruta, las que se encuentran en negritas son consideradas las enzimas claves de la biosintesis de fenoles simples. Los cuadros grises representan a los metabolitos

obtenidos de la ruta. Las flechas con espacio entre ellas representan a pasos que llevan més de una reaccion o una enzima desconocida.



2.5 Estudios de la expresion genética

El proceso por el que la informacion de un gen es usada en la sintesis de un producto
funcional se denomina expresion genética, la cual incluye la activacion del gen hasta que la
proteina madura se localiza en el lugar adecuado y realiza su funcion (Hernandez, Vasallo,
Torres, & Salido, 1994); y en el caso en el que los genes no codifican proteinas, el producto
es un ARN (&cido ribonucleico) funcional: ARNm, ARNr y ARNt (ARN mensajero,
ribosomal y de transferencia respectivamente). La regulacion de actividades en los
organismos Vvivos se debe a la activacion e inactivacion la expresion de genes proporcional
al nimero de copias de ARNm de un gen determinado. Esto es determinante en la
identificacion de productos celulares especificos, ya que el ARNm es traducido en los
ribosomas para formar proteinas, posibilitando obtener informacion acerca de la produccion
de elementos biologicos si la expresion de los genes de una célula es conocida (McPherson,
Hames, & Taylor, 2008).

La capacidad de detectar ARNm especificos es la base de los métodos de estudio de la
expresion genética, en los cuales el Northern blot ha sido la técnica méas utilizada para
detectar moléculas de ARN. En la actualidad han surgido técnicas con mayor precisién para
el estudio de la expresion genética como la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa cuantitativa
en Tiempo Real (RT-gPCR por sus siglas en inglés), y técnicas de alta productividad como
los chips de ADN (acido desoxirribonucleico), y técnicas de secuenciacion. Los métodos
basados en la secuenciacion masiva proporcionan enormes cantidades de datos y son muy
utiles para estudios de transcriptdmica comparada, mientras que la RT-gPCR es mas

especifica y adecuada para el estudio de genes concretos (Hernandez et al, 1994).

2.5.1 PCR

La PCR es un método de analisis cuantitativo para cualquier secuencia de ADN amplificable
que utiliza una videocdmara para monitorear varias PCR a la vez detectando la acumulacién
de dobles cadenas de ADN en base al incremento de fluorescencia de bromuro de etidio, esta
técnica se conoce como qPCR. La amplia capacidad de esta herramienta para detectar y medir
minimas cantidades de &cidos nucléicos en un amplio rango de muestras de diferentes

origenes la convierte en una herramienta excelente para las ciencias de la vida, agricultura,
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medicina y el diagndstico molecular (Bustin, 2000). Esta Gltima herramienta resulta muy (til
para amplificar y cuantificar moléculas de ADNc (ADN complementario) especificas,
obteniendo datos precisos Yy fiables sobre la expresion genética de las células en estudio (Heid

et al, 1996). En la Tabla 5 se enlistan las principales ventajas y desventajas de esta técnica.
Tabla 5. Principales ventajas y desventajas de gPCR

Ventajas Desventajas

El proceso completo se realiza en el No aporta informacion sobre el tamafio de
termociclador ARNmM

Gran sensibilidad detectando bajos niveles Sensible a la estructura del ARNm

de ADNc molde

Cuantificacion precisa Menos capacidad de resolucion que otros
métodos
Amplio rango de cuantificacion Requiere informacion previa del transcrito

Procesamiento de elevado numero de Resultado afectado por error debido a Taq

muestras en paralelo polimerasa
Rapidez Cuantificacion absoluta requiere trabajo
complejo

Reproducibilidad

2.5.2 Estudios de los niveles de expresion en plantas

Los estudios de los niveles de expresion realizados en diferentes especies se han llevado a
cabo bajo diferentes condiciones: se insertaron los genes de las enzimas CHS y DFR en
petunia, se observd un incremento en la expresion de los genes, pero no hubo efecto en la
floracién. En otro caso se observo la reduccion de la floracion y de la expresion de los genes,

sugiriendo un fenémeno de silenciamiento génico (van der Krol et al, 1990).

En Vitis vinifera se evalu6 el efecto de la luz en la germacion de semillas, siguiendo los
niveles de expresion de las enzimas que participan en la ruta de biosintesis de flavonoides y
estilbenos: PAL, CHS, CHI (chalcona isomerasa), F3H (flavonona 3-hidroxilasa), DFR
(dihidroflavonol 4-reductasa), LDOX (leucoantocianidina dioxigenasa) y UFGT (uridin
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difofato glucosa: flavonoide 3-O-glucosil transferasa); encontrandose que PAL Yy estilbeno
sintasa se expresan de manera constitutiva, mientras que las otras enzimas se inducen por

exposicion a la luz (Sparvoli et al, 1994).

En Arabidopsis thaliana se evalud el efecto de la activacion de moléculas sefial en la
induccidn de genes relacionados con la defensa de la planta ante patdégenos. Las moléculas
sefial estudiadas fueron etileno y metil jasmonato, donde los resultados observados fueron
que, al infectar al material vegetal, se activaron ambas moléculas sefial, lo que no causa efecto
en la expresion de genes de defensa, sin embargo, al tratar el material vegetal con estas
moléculas se inhibio la expresion de los genes, lo que habla de un efecto de concomitancia y

no de subsecuencia (Penninckx et al, 1998).

Se evaluaron los niveles de expresion de genes que codifican enzimas que biosintetizan
alcaloides indol terpénicos en plantulas de Catharanthus roseus, analizando el efecto de
estrés hidrico, luminoso y con elicitacion con metil jasmonato y acido acetilsalicilico. Los
resultados mostraron que la regulacion de esta ruta es llevada a cabo a nivel transcripcional,
al haber diferencias en la cantidad de transcritos en cada condicion experimental (Rocha &
Leech, 2002).

En Medicago truncatula se logré el incremento de transcritos de que codifican para p-amirina
sintasa con metil jasmonato, y se increment6 la cantidad de transcritos para PAL y CHS
exponiendo los cultivos de células a levadura. En contraste, metil jasmonato provoco ligeros
cambios en los niveles de fenilpropanoides y la levadura indujo débilmente los transcritos de
B-amirina sintasa. Al evaluar estos cambios mediante microarreglos de ADN se confirma una
reprogramacion diferencial de las células cultivadas a nivel transcripcional en respuesta a los
elicitores, e indica la respuesta diferencial de miembros individuales de la familia de genes
(Suzuki et al, 2005).

Para Solanum tuberosum L. se evaluo la expresion de 13 genes involucrados en la biosintesis
de polifenoles, después de la exposicidn a sequia, lo que indujo cambios en la expresion de
estos genes, resultando en diferentes perfiles metabolicos de acuerdo con la variacion en la
expresion de los genes, haciendo suponer que la regulacion en la expresion de los genes es

trascendental en la produccion de polifenoles (antocianinas) (Andreé et al, 2009).
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Se investigo el papel regulatorio de escualeno sintasa en cultivo de raices de Bupleurum
falcatum L. en la biosintesis de triterpenos y fitosteroles (saponinas) bajo el efecto de metil
jasmonato, acido abscicico, etefon y la transformacion de las raices con Agrobacterium para
sobreexpresar escualeno sintasa. Los resultados obtenidos fueron que en la transformacion
genética se observo un incremento en la acumulacion de ARNm de escualeno epoxidasa y
cicloartenol sintasa, pero disminuyo los niveles de escualeno sintasa; caso contrario
observado con metil jasmonato, que aumentd en gran medida la acumulacion de ARNm de
B-amirina sintasa y la produccion de saikosaponinas, pero suprimié la produccion de
fitosteroles. Al elicitar las raices transformadas con metil jasmonato no acumulé ARNm de
B-amirina sintasa, aunque si promueve la produccion de saikosaponinas y fitosteroles.
Entonces la sobreexpresion de escualeno sintasa regula mas fuertemenete rio abajo de la ruta

de biosintesis de saponinas, que la elicitacion con metil jasonato (Kim et al, 2011).

Mangifera indica L. (mango ataulfo) fue evaluada en diferentes estados de madurez
siguiendo la expresion de los genes y la actividad de las enzimas relacionadas en la biosintesis
de compuestos fendlicos: PAL y C3H. Se encontrd que PAL se encuentra regulada rio abajo,
mientras que C3H se encuentra regulada rio arriba de la ruta, esto se debe a que los niveles
de expresion y la actividad de PAL fueron similares al inicio y al final del proceso de
madurez, mientras que C3H mostré cambios en los niveles de expresion y en su actividad
dependiendo de la madurez del fruto, sugiriéndose una regulacion a nivel transcripcional para
C3H (Palafox et al, 2014).

2.6 Cultivo in vitro vegetal

El cultivo de tejidos vegetales in vitro comprende el conjunto de técnicas aplicadas para
obtener a partir de un explante, células, érganos o tejidos, bajo condiciones asépticas,
controladas y libres de microorganismos. Ya que toda célula vegetal contiene una copia
integra del material genético de la planta a la que pertenece, sin importar la funcién o posicion
que tenga tiene la capacidad de regenerar una planta nueva completa, es decir,
totipotencialidad. El proceso en el que una célula se transforma a una planta u 6rgano se

denomina organogénesis (Calva & Pérez, 2005).
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Partiendo de un explante de una planta madre, se obtiene descendencia uniforme con plantas

genéticamente identicas, por esto la micropropagacion es una de las aplicaciones mas usadas

en el cultivo in vitro. Otras de las aplicaciones del cultivo in vitro depende del objetivo que

se busque, pero en general estas aplicaciones pueden ser: estudios béasicos de fisiologia,

genética, bioquimica y ciencias afines; bioconversion y produccion de compuestos Utiles,

incremento de la variabilidad genética, obtencion de plantas libres de patdgenos y

conservacion e intercambio de germoplasma (Mroginski & Roca, 1991). En la Tabla 6 se

enlistan las principales ventajas y desventajas de esta técnica.

Tabla 6. Ventajas y desventajas del cultivo in vitro vegetal (Ortiz & Aquino, 1998).

Ventajas
Permite sanar plantas con virus, mediante el
cultivo de meristemas
Facilita la propagacion clonal masiva de
plantas idénticas en corto tiempo
Permite la ampliacion de la base genética de

una especie

Es posible propagar clones en cualquier
época del afio
del del

germoplasma en menor, en comparacién

El  costo mantenimiento
con mantener las condiciones de campo
Plantulas libres de plagas y enfermedades
por condiciones asépticas de cultivo
Permite realizar pruebas de resistencia a

plantulas

Desventajas
Material quimico empleado en preparacion
de medios es costoso y poco disponible
Requiere de implementacién de
infraestructura y equipos costosos
No es posible instalar laboratorios donde no
se cuenta con fluido eléctrico o con
interrupciones periodicas
Escasa literatura respecto al cultivo in vitro
laboratorio

Requiere de personal de

especializado
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2.6.1 Reguladores de crecimiento vegetal

Las hormonas de crecimiento se definen como las sustancias que siendo producidas en una
parte del organismo son transferidas a otra, influenciando un proceso fisiologico especifico,
sin embargo, los reguladores de crecimiento son aquellos compuestos orgéanicos distintos de
los nutrientes, que en pequefias cantidades estimulan, inhiben o modifican de algin modo

cualquier proceso fisiologico en las plantas (Hurtado & Merino, 1987).

El crecimiento de las plantas esta estrictamente controlado, esto incluye a los reguladores de
crecimiento vegetal a nivel planta, 6rgano, tejido y célula, ya que la actividad fisioldgica de
las plantas es mediada por los reguladores de crecimiento, fungiendo como moléculas
mensajeras que pueden influir en maltiples procesos, al mismo tiempo y en diferentes partes

de la planta (Hurtado & Merino, 1987). Los reguladores de crecimiento conocidos son:

e Promotores del crecimiento

o Auxinas: Son derivadas de triptofano que son ubicuas en plantas superiores,
siendo la principal el &cido indol-3-acético (AlA). Regulan las proporciones
del crecimiento diferencial y la regulacion de fendmenos de diferenciacion
que se pueden estimular o inhibir dependiendo de la concentracion de
auxinas presentes. Los principales efectos provocados por las auxinas son:
afectacion del alargamiento y la division celular, la formacion de brotes,
raices, tejido calloso, respiracion, abscision, partenocarpia, dominancia
apical, embriogénesis, entre otros.
El mecanismo de accion de las auxinas consiste en incrementar el contenido
osmotico de la célula y la permeabilidad del agua, reduciendo la presién de
la pared o aumentando la sintesis de ARN, proteinas especificas (enzimas),
aumentando la pared, provocando aumento en la plasticidad de la pared
celular, extendiéndola y aumentando su crecimiento por alargamiento
(Hurtado & Merino, 1987).

o Citocininas: son derivadas de adenina que pueden estimular la division
celular o citocinesis, siendo la zeatina la citocinina natural mas potente que

esta presente en plantas superiores e inferiores. Las raices son posiblemente
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la fuente principal de citocininas en las plantas. Las citocininas se
encuentran difundidas en las plantas ya sea ligada al ARN o en forma libre.
Los efectos conocidos consisten en la promocién de la division celular,
inhiben el crecimiento de raices con un posible control en el desarrollo del
sistema vascular, inhiben elongacion del tallo, estimulan el alargamiento de
las hojas, retrasan la senescencia y conducen a la organogénesis en la
dominancia apical. Las citocininas son necesarias en la mitosis, pero en
concentraciones elevadas pueden limitarla (Hurtado & Merino, 1987).

o Giberelinas: formadas a partir de diterpenos, compuestos por cuatro
unidades de isopreno. La primera giberelina purificada e identificada fue el
acido giberélico. Las giberelinas se han detectado en varias partes de las
plantas, pero sobre todo en areas de crecimiento activo, como embriones,
tejidos en desarrollo o meristematicos. Los efectos de las giberelinas
corresponden a un papel regulatorio principal en el crecimiento, atribuible
a la estimulacién de la divisién y el alargamiento celular, ademas de afectar
el desarrollo vegetal, como la maduracion de los frutos, senescencia y
dominancia de las yemas. Se ha sugerido que las giberelinas promueven la
sintesis de auxinas a partir de su precursor, incrementando su produccion y
controlando los fendmenos provocados por éstas (Hurtado & Merino, 1987).

e Inhibidores del crecimiento

o Acido abscisico (ABA): formado a partir de terpenos. EI ABA influye en la
aclimatacién de las plantas a condiciones de sequia, frio y salinidad, y en el
desarrollo de la latencia e inhibicion de la germinacion de semillas, regula
el balance de agua en plantas en condiciones de estrés: con el cierre
estomatico y con la manutencién de absorcion de agua por la raiz. La forma
cis (+) de ABA presente naturalmente en plantas es sintetizada en casi todas
las células que contienen plastidios (Flores & Aleixo, 2009).

e Etileno: promueve la maduracion de los frutos y senescencia, induce la abscision
de las hojas, promueve el crecimiento lateral, la respuesta ambiental ante patdgeno,

heridas o estrés abidtico (Segretin, 2017).
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e Poliaminas: son putrescina, espermidina, cadaverina; las cuales ejercen controles
regulatorios en el crecimiento y desarrollo de las plantas, es decir division celular y
en la diferenciacion. Las plantas con una alteracion genética en el contenido de
poliaminas presentan alteraciones en el desarrollo (Universidad Nacional de La
Plata, 2017).

e Jasmonatos: incluye al acido jasmoénico y al metil jasmonato. Estos inhiben el
crecimiento de las plantas y la germinacion de las semillas, promueven la
senescencia, la abscision y la formacion de tubérculos. Participan en los
mecanismos de defensa de las plantas, induciendo la sintesis de inhibidores de
peptidasas y de otras enzimas involucradas en la defensa. La aplicacion exdgena de
metil jasmonato induce la produccion de metabolitos secundarios en varias especies
(Universidad Nacional de La Plata, 2017).

e Acido salicilico: si se aplica de manera exdgena induce la produccion de proteinas
relacionadas con la patogénesis, incrementa la longevidad de las flores, inhibe la
sintesis de etileno y la germinacion de las semillas y revierte los efectos del ABA
(Universidad Nacional de La Plata, 2017).

2.6.2 Medio de cultivo

El éxito de los cultivos vegetales in vitro depende en gran medida del medio de cultivo,
ademas de emplear tejidos viables, incubacién y la calidad de reactivos. Dependiendo del
balance hormonal y otras condiciones de cultivo, se puede propiciar la regeneracién de
distintos érganos o formaciones vegetales segun sea el objeto de estudio (Hurtado & Merino,

1987). La composicion en general de los medios de cultivo se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Composicién de medios de cultivo para cultivo vegetal in vitro (Segretin, 2017).

Componente Caracteristicas
Agua destilada Representa el 95% del medio
Fuente de carbono Generalmente se usa Ssacarosa, €S necesario

adicionarlo ya que el material vegetal no logra
cubrir sus necesidades con la fotosintesis que
realiza

Sustancias inorganicas Macroelementos y microelementos segun sea la
proporcion para la planta a cultivar, o de acuerdo
con el medio a emplear

Vitaminas Pueden ser vitaminas B1, B2, B6, vitamina H,
vitamina E, &cido folico, acido nicotinico, entre
otras.

Reguladores de crecimiento Auxinas, citocininas, giberelinas o etileno, segun
las necesidades del material vegetal a obtener

Sustancias poco definidas Extracto de levadura, extractos vegetales

Material inerte Es el material de soporte: agar, agarosa, oOtros

polisacaridos, lana de vidrio, papel de filtro, arena

2.6.3 Tipos de cultivo in vitro vegetal

2.6.3.1 Cultivo diferenciado

e Embriogénesis somética
Son embriones que no resultan de la fusién de gametos. Son estructuras bipolares con
un eje radical-apical que no poseen conexion vascular con el tejido materno y son
capaces de crecer y formar plantas normales. La embriogénesis somatica se puede
obtener directamente a partir de células aisladas o utilizando callos, pero se usan
comunmente cotiledones e hipocotileos para producir embriones somaticos. Para la
iniciacion de los callos se necesita un medio de cultivo con altas concentraciones

sacarosa 0 manitol, sales y la presencia de una auxina, que debe ser removida después
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de la induccion para permitir el desarrollo de éste (Universidad Nacional de La Plata,
2017).

Organogénesis: se forma un primordio unipolar a partir de una yema, que después se
desarrolla en brotes vegetativos que forman raiz mediante la formaciéon y
proliferacion de meristemas radicales. Los brotes pueden formarse directamente del
explante o indirectamente a partir de callos. La organogénesis se logra desarrollar en
un medio de cultivo 6ptimo en sales, compuestos orgénicos y reguladores de
crecimiento (Universidad Nacional de La Plata, 2017).

2.6.3.2 Cultivo indiferenciado

El cultivo indiferenciado se obtiene a partir de 6rganos o tejidos organizados, cultivados en

un medio de cultivo apropiado que se desdiferencian mediante la adicion de auxinas. En

medio sélido se obtienen masas celulares compactas que constituyen los callos, mientras que

en medio liquido se logran las suspensiones celulares formadas por células libres o agregadas.

Los cultivos de células vegetales indiferenciadas muestran una gran variedad estructural,

genética y metabolica con respecto a la planta madre (Universidad Nacional de La Plata,

2017).

Callos

Los cultivos de callos son a menudo de crecimiento lento y heterogéneo, debido
fundamentalmente a la disponibilidad de los nutrientes. Consisten en masas celulares
cuya morfologia no presenta caracteristicas que permiten seleccionar lineas de
interés. Para evitar la falta de nutrientes, los callos deben ser subcultivados a medio
de cultivo fresco en periodos cortos, que dependen de la especie que se esté
cultivando. La tasa de crecimiento y las caracteristicas de friabilidad dependen de la
especie, cantidad de reguladores de crecimiento, concentracion de agar, calcio y
magnesio y de la intensidad luminosa (Universidad Nacional de La Plata, 2017).
Células en suspension

Para iniciar el cultivo de células en suspension se parte de un callo friable, formado
por células indiferenciadas y con baja cohesividad entre ellas. Si no se cuenta con
este tipo de callos, es posible utilizar de otro tipo, sin embargo, es necesario romper

los agregados celulares por medios mecanicos o enzimaticos. Los cultivos con
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tamarios diferentes de callos es posible que su comportamiento sea equivocado por la
diferencia de microambientes.

La cinética de crecimiento de las células en suspension es similar a la microbiana,
pero con etapas de crecimiento mayor. La fase de adaptacion se lleva a cabo de entre
1 a 3 dias, seguida de la etapa de rapido crecimiento donde la biomasa crece de
manera constante debido al incremento en el tamafio y nimero de células, hasta que
los nutrientes son limitados y el indice mit6tico comienza a disminuir, llegando a ser
nulo en la fase estacionaria. Al comienzo de la fase de crecimiento, la relacion entre
la biomasa y el nimero de células es menor, y cuando el tamafio de las células
aumenta, la relacién es mayor. El peso seco comienza a aumentar debido a la

captacion de agua (Universidad Nacional de La Plata, 2017).

Los tipos de cultivo in vitro vegetal descritos anteriormente se ilustran en la Figura 5.

Figura 5. Tipos de cultivo in vitro vegetal obtenidos a partir de un explante, ejemplificando
algunas aplicaciones (Segretin, 2017).
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2.6.4 Cultivo in vitro de Gomphrena globosa

Los antecedentes del cultivo in vitro de Gomphrena globosa son escasos, aunque existen
algunos reportes de cultivo in vitro de especies pertenecientes a la tribu Gomphreneae, en la
Tabla 8 se muestran algunos de los reportes referentes al cultivo in vitro en G. globosa que
pertenecen al equipo de trabajo del Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la
Universidad del Papaloapan, donde partieron de diferentes materiales para obtener plantulas

y callos.

Tabla 8. Cultivo in vitro de Gomphrena globosa

Tipo de material Tipo de cultivo Medio de cultivo Autor
Semilla Plantulas MS, sacarosa Yy
fitagel
Hipocotilos de _ B5, sacarosa, 2,4-D, )
oléntulas in vitro Callos friables KIN Méndez, 2017
Callos friables Suspensiones B5, sacarosa, 2,4-D,
celulares KIN
Semillas sintéticas Plantulas MS, sacarosa Yy Cruz, 2018
a partir de fitagel
hipocotilos

2,4-D: 2,4-Diclorofenoxiacético KIN: quinetina B5: medio de cultivo Gamborg

Méndez en 2017 estableci6 cultivos de callos a partir de plantulas, y células en suspensién a
partir de callos para producir compuestos fendlicos y betalainas, obteniendo mayor
produccién de fenoles simples que betalainas. El cultivo de plantulas in vitro y a partir de
semillas sintéticas mostrd diferencias en los perfiles de produccién de metabolitos, ya que la
produccion de fenoles totales fue mayor en las plantulas de semillas sintéticas tanto en hoja,
tallo y raiz, en comparacion con las plantulas in vitro. En el caso de los flavonoides y
betalainas, la produccion entre las plantulas in vitro y de semillas sintéticas fue similar en la

raiz, pero mayor en el tallo y hojas de las plantulas de semillas sintéticas (Cruz, 2018).
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2.7 Elicitacion

El término elicitor hace referencia a quimicos de varias fuentes, bioticos o abidticos, o
factores fisicos que puedan desencadenar una respuesta en un organismo que resulta en
acumulacion de metabolitos secundarios. Es por esto por lo que los elicitores son
herramientas Gtiles para mejorar la produccion de compuestos de alto valor en plantas
(Vasconsuelo & Boland, 2007). Entonces a la induccion de la biosintesis de metabolitos por
exposicion de los cultivos a moléculas capaces de causarle una situacion de estrés se

denomina elicitacion.

2.7.1 Tipos de elicitor

Una clasificacion en general de los tipos de elicitores se realiza de acuerdo con su origen y
estructura molecular. Cada tipo de elicitor conforme a sus caracteristicas puede inducir
respuestas especificas que dependen de la interaccion planta-elicitor. Los elicitores pueden
ser bidticos o abidticos. Los elicitores bidticos tiene un origen biolégico, derivado de
patdgenos o de las propias plantas (en ocasiones denominados elicitores endégenos). Los
elicitores bidticos pueden ser de composicion definida, con su estructura molecular conocida,
0 tener una composicion molecular compleja cuando presentan diferentes clases de
moléculas, haciendo imposible definirlos con una sola identidad quimica. Los elicitores
abioticos no tienen un origen bioldgico y estan agrupados en factores fisicos y compuestos

quimicos (Zhao, Davis, & Verpoorte, 2005).

Los elicitores también se pueden agrupar de acuerdo a su interaccion con la planta a elicitar:
elicitores generales que pueden desencadenar una respuesta de defensa en plantas hospederas
y no hospederas, y los elicitores especificos, los cuales inducen una respuesta que origina la
resistencia a una enfermedad so6lo en el cultivo huésped dependiendo de la presencia
simultanea de genes de avirulencia y resistencia en la planta y el patégeno, respectivamente
(Zhao, Davis, & Verpoorte, 2005). Un tipo de clasificacion de elicitores se muestra en la
Tabla 9.
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Tabla 9. Clasificacion de elicitores de acuerdo con su naturaleza y composicion molecular

Elicitor
Biotico Abidtico
Composicion Composicion Quimico Fisico
definida compleja
Quitosano Hongo Ortovanadato de Estrés térmico
homogeneizado sodio
Alginato Extracto de levadura Vanadil sulfato Estrés osmotico
Pectina Esporas de hongo Sales de metales Irradiacion UV
pesados
Quitina Herida
Elicitina

Fitohormona

2.7.2 Factores que influencian la elicitacion

La efectividad de la elicitacion como una herramienta para promover la produccién de
metabolitos secundarios depende del complejo de interaccién célula de la planta-elicitor, lo
cual se puede ver afectado por los siguientes factores (Vasconsuelo & Boland, 2007).

2.7.2.1 Especificidad del elicitor

Existe evidencia de que el mismo elicitor puede estimular el metabolismo secundario en
diferentes cultivos de células o, por otro lado, un cierto tipo de cultivo responda a diversos
elicitores. El tratamiento de un cultivo en particular con diferentes elicitores resultara en la
acumulacion de los mismos compuestos, dado que estos son especificos para cada cultivo de
plantas. Aunque, la clase de metabolitos depende de la especie de la planta, la cinética de
induccidn o niveles de acumulacion varian con elicitores diferentes (Vasconsuelo & Boland,
2007).

2.7.2.2 Concentracion de elicitor e intervalo de tratamiento

La concentracion del elicitor es uno de los factores que mas fuerte afecta la intensidad de
respuesta y la dosis efectiva, lo cual varia correspondiendo a la especie de la planta, solo
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puede encontrarse empiricamente. También se ha demostrado que los niveles del elicitor
ejerce efectos estimulatorios en ciertos sistemas de plantas cuando aplicados a otros los
desproveen de actividad, reflejando diferentes sensibilidades a los componentes moleculares

involucrados en la elicitacion (Vasconsuelo & Boland, 2007).

Hay escasa informacion sobre los intervalos del tratamiento con el elicitor. En términos
generales, el elicitor estd en contacto con el sistema hasta su cosecha, pero el tiempo
requerido para la acumulacién maxima del metabolito secundario es caracteristico para cada
especie de plantas y normalmente es precedido por un incremento en la actividad de las
enzimas de la via metabolica (Vasconsuelo & Boland, 2007).

2.7.2.3 Condiciones de cultivo: etapa de crecimiento, composicién del medio

y luz

El momento ideal para adicionar el elicitor es durante la fase exponencial del crecimiento,
cuando la maquinaria enzimatica esta en el maximo estado operativo, la respuesta del elicitor
en consecuencia se puede lograr con facilidad. Otro factor que afecta es la presencia de
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo, lo cual caracteristicamente afecta la
elicitacion del metabolismo secundario. Asimismo, las condiciones de luz en el cultivo tienen
un papel importante, ya que también puede estimular el metabolismo secundario
(Vasconsuelo & Boland, 2007).

Las fitohormonas regulan diversas actividades bioldgica y bioquimicas; dentro de éstas se
encuentran los jasmonatos que regulan el crecimiento vegetal y la division celular, habiendo
un balance entre crecimiento y defensa (Ducaiova et al, 2016). Todos los procesos de
crecimiento y control hormonal son influenciados por condiciones ambientales. La
acumulacion de metabolitos en plantas en ocasiones ocurre debido al estrés o moléculas sefial
y los jasmonatos son posibles moléculas sefial en el proceso de elicitacion induciendo la
activacion de genes involucrados en la formacidn de metabolitos secundarios (Kikowska et
al, 2015).
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2.7.3 Elicitacion con metil jasmonato

El metil jasmonato y el &cido jasmonico (JA por sus siglas en inglés) se han observado como
transductores de sefial de elicitacion para la produccion de metabolitos secundarios. La
aplicacion exdgena de moléculas sefial de jasmonatos estimula la biosintesis de metabolitos
secundarios. La induccion de la acumulacion de metabolitos secundarios en plantas por la
sefializacion via jasmonatos no esta limitada a un solo tipo de metabolitos, pero incluye una
amplia variedad de productos secundarios como terpenoides, flavonoides, alcaloides y
fenilpropanoides, adicional a otros tipos de metabolitos secundarios en varias plantas. Por lo
tanto, la via sefializacion es generalmente considerada como una sefial integral para la
biosintesis de muchos productos secundarios. Ademas, debido a que varios elicitores
estimulan la biosintesis de jasmonatos de manera enddgena en plantas, la via de sefializacion
de jasmonatos es considerada como un transductor o mediador de la sefializacion del elicitor,
liderando la acumulacion de metabolitos secundarios en plantas (Zhao, Davis, & Verpoorte,
2005).

La aplicacion exdgena de jasmonatos inducen un subconjunto de genes biosintéticos de
metabolitos secundarios, lo cual puede modular la expresion de genes y la acumulacion de

compuestos inducidos por elicitores (Zhao, Davis, & Verpoorte, 2005).
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3. Justificacion
Gomphrena globosa es una planta que ha sido utilizada tradicionalmente para el tratamiento
de diversas afectaciones: fiebre, problemas del rifion y como expectorante. Presenta diversas
actividades bioldgicas en sus extractos, como actividad antimicrobiana, citotoxica y
anticancerigena. Los principales compuestos bioactivos encontrados en cultivos in vitro del
equipo de trabajo del Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la Universidad del
Papaloapan en G. globosa son los fenilpropanoides, especificamente fenoles simples. No
obstante, las rutas metabdlicas de estos compuestos, aunque se encuentran estructuradas en
su mayoria o casi en su totalidad, la informacion relacionada con los niveles de expresion y
regulacién de las enzimas clave de estas rutas es escasa, abriendo un campo de investigacion

para esta planta.

La elicitacion en los cultivos in vitro ha permitido aumentar la produccién de metabolitos
secundarios y los niveles de expresion de enzimas reguladoras, y esto se ha comprobado por
el equipo de trabajo en cultivos de Stevia rebaudiana. Por lo anterior, resulta importante
entender mejor los procesos de regulacion biosintéticos en G. globosa a traves de la
investigacion de los niveles de expresion de enzimas claves de la via metabdlica de
fenilpropanoides, via gPCR y bajo condiciones de estrés. Estos resultados abriran espacio

para acceder al potencial biotecnoldgico de esta planta.
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4. Hipotesis
La produccion de compuestos fenilpropanoides aumentara debido a la exposicién con MeJA

y sera dependiente de su concentracion.

Los genes propuestos como claves en la biosintesis de fenilpropanoides podran ser

amplificados usando los oligonucleotidos disefiados por homologia.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del metil jasmonato sobre la produccién de fenilpropanoides en cultivos in

vitro de Gomphrena globosa y estudiar in silico las enzimas clave de su biosintesis.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar experimentos cinéticos de elicitacion con MeJA en plantulas in vitro de G.
globosa.

e Cuantificar y comparar los compuestos fenilpropanoides en las condiciones
experimentales de elicitacion y no elicitacion.

e Analizar in silico la ruta de biosintesis de fenilpropanoides en plantas y proponer
puntos claves dentro de la ruta.

e Disefiar oligonucleétidos para los genes de las enzimas claves y probar sus

condiciones de amplificacion por PCR.
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6. Estrategia experimental

En la Figura 6 se muestra la estrategia experimental a seguir en esta investigacion, cada

bloque indica las etapas principales en el proceso de experimentacion.

Figura 6. Estrategia experimental. Evaluacion del efecto elicitor del MeJA sobre la
produccion de fenilpropanoides en plantulas in vitro de G. globosa y estudio in silico de

enzimas claves en su sintesis.
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7. Materiales y métodos

7.1Propagacion de cultivos de plantulas in vitro de Gomphrena globosa
Brotes de plantulas (ya establecidas por el grupo de trabajo) se utilizaron como explantes
para el establecimiento de cultivos in vitro de Gomphrena globosa. Dichos explantes (3
explantes por frasco) se inocularon en medio semisélido de composicion salina y orgéanica
Murashige & Skoog suplementado con vitaminas (Murashige & Skoog, 1962), con un pH de
5.8, suplementado con 30g/L de sacarosa y 1.8 g de fitagel. Se sometieron a un periodo de
induccion de plantulas por 30 dias bajo condiciones controladas de luz y temperatura (25 +
2°C).

7.2Seleccion de los genes de estudio y disefio de oligonucledtidos para su
amplificacion

A partir de una revision bibliografica se identificaron las enzimas que participan en la sintesis
de fenilpropanoides (PAL, C4H, 4CL, C3H, CCR Y HQT). Las secuencias de los genes
correspondientes y del gen control (actina) se obtuvieron en las bases de datos de GenBank
y UniProt. Los registros de dichas secuencias se almacenaron y se categorizaron en una base
de datos. Para cada registro se recopil0 la secuencia de nucle6tidos y proteina (dependiendo
de su disponibilidad) y ademas la siguiente informacion: nombre del gen, nimero de acceso
de GenBank, nombre de la proteina codificada, nimero de acceso de Uniprot, especie,
conglomerado (si el gen pertenece a uno), longitud del gen y longitud de la proteina (Solano
et al, 2007). En el caso de los que no se encontraron registros sobre las enzimas de interés o
del gen control para G. globosa, se realizaron andlisis de busqueda de homologia con
secuencias homdlogos u ortélogas en blsqueda de regiones hiper-conservadas alineando las
secuencias mediante MEGA7 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2017).

Se disefiaron los oligonucledtidos especificos para cada secuencia, y para el gen control de
acuerdo con los siguientes parametros: Temperatura de fusion, contenido de GC
(aproximadamente 50%), longitud del oligonucleotido (18-20 pb), tamarfio del producto de
amplificacion y formacion de estructuras secundarias. El disefio se realiz6 manualmente y se

validaron las secuencias utilizando como herramienta Oligoanalyzer.
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7.3 Induccion de estrés en plantulas de Gomphrena globosa

Después de cuatro semanas de crecimiento de los cultivos de plantulas, se sometieron a
elicitacion con metil jasmonato (MeJA 25 y 50 uM de concentracién final) (Montes
Palmeros, 2017) por 3, 6, 12, 18 y 24 horas, adicionando dichas concentraciones al medio de

cultivo presente y manteniendo las demas condiciones (luz y temperatura de 25 £ 2° C).

Las plantulas se elicitaron aplicando en torundas de algodon, previamente esterilizadas, las
concentraciones respectivas de MeJA. Las torundas de algodon se colocaron cerca de la pared
interna del frasco contenedor, para asegurar que la volatilizacion del elicitor cubra todo el
volumen de la parte aérea de las plantulas. La aplicacion del elicitor se realiz6 con

micropipetas que utilizaron puntas estériles, cuidando la esterilidad del medio.

El disefio de experimentos a utilizar consistié en un disefio factorial (Tabla 10) con dos
factores: la concentracion de MeJA con 3 niveles (control, 25 y 50 uM) y el tiempo de
elicitacion con 6 niveles (control, 3, 6, 12, 18 y 24 h), realizando la toma de muestras por
cuadruplicado. Se evalud el efecto del estrés respecto a las plantas sin elicitar afadiendo al

medio de cultivo etanol 4.5 mM (concentracion final) como control.

El material obtenido de la elicitacion se separd en parte aérea (hoja y tallo) y raiz, y se
colocaron en sobres de papel aluminio para almacenarlas en el congelador para la extraccién
de fenoles y flavonoides. Las plantulas se liofilizaron para determinar el peso seco y facilitar

su molienda

Tabla 10. Disefio de experimentos de la cinética de elicitacion con plantulas de G. globosa

Tiempo (h) Concentracion de MeJA (uUM)

Control 25 50
0 0.1,0.2,0.3 - -
3 3.1,3.2,33 3.4,35,36 3.7,3.8,39
6 6.1,6.2,6.3 6.4,6.5,6.6 6.7,6.8,6.9
12 12.1,12.2,12.3 12.4,125,12.6 12.7,12.812.9
18 18.1, 18.2, 18.3 18.4,18.5, 18.6 18.7,18.8 18.9
24 24.1,24.2,24.3 24.4,24.5,24.6 24.7,24.8,24.9
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7.4 Extraccion de compuestos fenilpropanoides

La extraccion se llevé a cabo utilizando biomasa de plantulas, separando la parte aérea de la
raiz de Gomphrena globosa utilizando la metodologia reportada por Silva y colaboradores
en 2012, con una relacién de 30 mg por cada 1.5 mL de agua destilada por 5 minutos, en
bafio de agua hirviendo. Las muestras se sonicaron por 30 minutos a temperatura ambiente
bajo condiciones de oscuridad, seguida de una centrifugacion a 1000 rpm con una
temperatura de 4 °C durante 10 minutos. El pellet se desecho y el sobrenadante se liofiliz6 y

almacend a 4°C.

7.5 Cuantificacion de compuestos fenilpropanoides

La cuantificacion de compuestos fenilpropanoides se llevd a cabo mediante la técnica de
Folin-Ciocalteu. Para calcular la cantidad de fenoles totales en las muestras se realiz6 una
curva de calibracion de &cido galico en concentraciones de 0-1000 pg/mL, expresando los
resultados en equivalentes de &cido galico (EAG) por extracto seco (ES) y biomasa seca (BS).
(Chaovanalikit & Wrolstad, 2004). Las muestras de G. globosa se cuantificaron a partir de
una concentracion de 16 mg/mL de extracto seco, colocando en un tubo 150 pL de agua
desionizada, 2.5 pL de muestra, y 10 pL de reactivo Folin-Ciocalteu dejandolo reposar 10
min, después se agregd 30 pL de carbonato de sodio (Na;COs)al 20% (p/v), incubandolo a
37 °C por 15 min para después enfriar por 15 min en bafio de hielo y leyendo su absorbancia
a 750 nm por triplicado (Méndez, 2017).

Los flavonoides se calcularon a partir de una curva de calibracion de quercetina en
concentraciones de 0-150 pg/mL, expresando los resultados en equivalentes de quercetina
(EQ) por extracto seco (ES) y biomasa seca (BS) (Chaovanalikit & Wrolstad, 2004). Las
muestras de G. globosa se cuantificaron a partir de una concentracion de 16 mg/mL de
extracto seco, colocando en un tubo 35 pL de muestra, 140 pL de agua desionizada reposando
6 min a temperatura ambiente, después se agreg6 10.5 pL de nitrato de sodio (NaNO3) al 5%
y se dejo reposar 5 min a temperatura ambiente, después se adicion6 10.5 pL de cloruro de
aluminio (AICI3) al 10%, 70 uL de hidroxido de sodio 1M (NaOH) y 84 pL de agua
desionizada, reposando por 30 min a temperatura ambiente. Se ley0 la absorbencia a 490 nm
por triplicado (Cruz, 2018).
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7.6 Extraccién de ADN

Se utilizo el kit Direct PCR Master para la extraccion de ADN a partir de tejido de G. globosa.
Se prepard buffer de extraccion de ADN 1X diluyendo el buffer 10X con agua grado PCR.
Se coloco una alicuota de 50 pL de buffer de extraccion de ADN 1X en un tubo de 1.5 mL.
Se tomo una pequefia pieza de tejido (aproximadamente 2-3 mm en didmetro). Se agrego el
tejido en el tubo y se mezcld en el vortex brevemente, se incub6 3 min a temperatura ambiente
para permitir la lisis del tejido y la liberacion del ADN, finalmente se centrifugd 5 min a 10
000 rpm. EI sobrenadante se almaceno a -20 °C para su posterior andlisis (Jena Bioscience
GmbH, 2018).

7.7 Ensayo de PCR

Para la amplificacion se prepard un Master Mix de acuerdo a la Tabla 11, la muestra y los
oligonuclettidos fueron los Gltimos componentes afiadidos a la reaccion. Las temperaturas
de alineamiento (Tm) utilizadas en el programa de amplificacién correspondieron a la Tm
promedio del oligonucledtido directo y reverso de cada gen de las enzimas seleccionadas
para su analisis, el gradiente de temperaturas utilizado se muestra en la Tabla 12, las
temperaturas en negritas son las Tm promedio. Posteriormente las reacciones se incubaron
en el termociclador Applied Biosystems modelo Veriti 96 Well Thermal Cycler (Tabla 13).

Una vez terminado el programa las muestras se almacenaron a -20°C.

Tabla 11. Master Mix para ensayo de amplificacion

Componentes Concentracién Volumen (uL)
Master PCR Direct 2X 10.0
Oligo directo 10 uM 0.5
Oligo reverso 10 uM 0.5
Muestra 50-250 ng 2.0
Agua grado PCR 7.0
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Tabla 12. Gradiente de temperaturas para ensayo de amplificacion

Gen
PAL
C4H
4CL
CCR
HQT
C3H

56
52
56
56
56
52

Temperaturas de alineamiento (°C)

58
54
58
58
58
54

Tabla 13. Programa de amplificacion de oligonucle6tidos

Desnaturalizacion inicial

Temperatura (°C)

Desnaturalizacion
Alineamiento
Elongacion

Elongacion final

Tiempo
95 5 min
95 20s
Tabla 12 30s
72 30s
72 2 min

7.8 Electroforesis en gel de agarosa

60
56
60
60
60
56

Ciclos
1X

35X

X

Para verificar la amplificacion de los productos, se analizaron en gel de agarosa al 1.5 %

aplicando un campo eléctrico de 130 v por 35 min. Después de terminado el campo eléctrico

se tifio el gel en una solucion de bromuro de etidio al 1% por 2 min, después se enjuagd con

agua destilada y se revel6 en el fotodocumentador. Después se aplico el campo eléctrico 5

min mas y se revelé nuevamente en el fotodocumentador (Sambrook & Russell, 2001).
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8. Resultados y discusion

8.1 Propagacidn de cultivos de plantulas in vitro de Gomphrena globosa

Se ha seguido un protocolo de micropropagacion previamente establecido en el grupo de
trabajo para la propagacion de plantulas de G. globosa, sin la adicion reguladores de
crecimiento. Se han obtenido plantulas a través de la respuesta de organogénesis (hojas, tallos
y raices), libres de contaminantes como resultado del método de micropropagacion (Figuras

7a, by c). Esto con el fin de tener la biomasa suficiente para los experimentos de elicitacion.

Las plantulas mostraron una generacion de raiz entre los 3 a 7 dias de micropropagacion,
dependiendo de la edad del explante inicial utilizado; esto demuestra la importante capacidad
de regeneracion de los explantes de G. globosa hasta formar un érgano diferente al utilizado
para propagar. Las plantulas mostraron elongacion del tallo, buen desarrollo foliar y en
algunos casos la generacion de mas de un brote en el tallo, ademas de que las raices generadas
presentaron buena longitud. Lo anterior permitio que a partir de las 4 semanas después de la
siembra de los explantes, ese material se utilizard para continuar propagando Yy realizar la

cinética de elicitacion con MelA.

a) b) c)

Figura 7. Plantulas de G. globosa en medio Murahige & Skoog semisolido. Desarrollo de
los explantes utilizados para la propagacion en los primeros 7 dias a partir de su siembra. a)
explantes utilizados para la micropropagacion, b) explantes con 5 dias de crecimiento, ¢)

explantes de 7 dias de crecimiento.
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Los segmentos nodales generalmente son explantes adecuados para la micropropagacion de
diversas especies vegetales, a través de la regeneracion directa multiple de brotes, por tener

meristemas activos, ademas de que la fidelidad clonal puede mantenerse (Attaran et al, 2017).

La regeneracion de plantas a partir de células individuales y explantes es un proceso clave en
la manipulacion genética y el estudio de la expresion genética. Para lograr esto, es necesaria
una fuente de células y tejidos genéticamente homogeneos. Los cultivos micropropagados
son una fuente ideal de células y tejidos homogéneos y son Utiles para la propagacion de

plantas que resultan de experimentos de variacion genética (Attaran et al,2017).

La propagacion a partir de explantes nodales ha sido reportada con una alta tasa de éxito por
autores como Anis y colaboradores en 2003, donde obtuvieron un 80% de emergencia de
brotes en medio MS suplementado con BAP (6-benzilaminopurina por sus siglas en inglés),
NAA (4cido naftalenacético por sus siglas en inglés), aspargina y glutamina y 80% de
enraizamiento de los brotes cultivados en medio MS suplementado con NAA en cultivos in
vitro de Morus alba L. A partir de segmentos nodales de Terminalia bellirica cultivados en
medio MS suplementado con BAP, kinetina e IAA (&cido indolacético por sus siglas en
ingles) se logro la mejor multiplicacion de brotes, y para el mejor enraizamiento se utilizo
medio con la mitad de la concentracion de medio MS suplementado con IBA (acido
indolbutirico con sus siglas en inglés) (Phulwaria et al, 2012). Los segmentos nodales
utilizados para micropropagacion utilizados por Shekhawat y colaboradores en 2015
mostraron la mejor multiplicacion utilizando medio MS con BAP y cinetina, y la mitad de la
concentracion de medio MS suplementado con IBA fueron las mejores condiciones de

enraizamiento reportadas por estos autores.

A diferencia del protocolo utilizado en este trabajo, para la propagacion de G. globosa,
Shekhawat y colaboradores en 2015, requirieron una mezcla de fitohormonas en el medio
para regenerar plantulas a partir de los explantes utilizados. Aunque sus trabajos se llevaron
hasta la aclimatacion de las plantulas obtenidas, y el objetivo de la propagacion que aqui se
empled fue obtener el material suficiente para los experimentos de elicitacion; es importante
recalcar que los explantes de G. globosa no requirieron fitohormonas para generar plantulas,
el medio MS suplementado con vitaminas otorg6 las condiciones suficientes para tal sistema.

Esto resulta de gran beneficio para la actual investigacion ya que la aplicacion de reguladores
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de crecimiento en los medios de cultivo genera cambios a nivel metabolico que puedan

interferir en los experimentos de elicitacion.

8.2 Cinética de elicitacion con MeJA en plantulas de Gomphrena globosa
Después de transcurrido el tiempo de elicitacion, las plantulas de las unidades experimentales
utilizadas, no mostraron diferencias fisiologicas respecto a los controles, ni dafio en sus
tejidos (Figura 8), esto es similar a lo reportado por Gonzalez en 2017 y Montes en 2017,
donde evaluaron el efecto del Meja a concentraciones de 25, 50 y 100 uM durante 24, 72 y
120 h en cultivos de plantulas in vitro de S. rebaudiana , al no encontrar cambios fisioldgicos
aparentes a las 24 h de exposicion con MeJA a sus diferentes concentraciones.

Otros autores también reportan resultados similares al nuestro, tal es el caso de Moreno y
colaboradores en 2009, quienes evaluaron la modulacion ecolégica de la defensa de plantas
via control de citocromos por sensibilidad a jasmonatos en Arabidopsis, encontrando que a
las concentraciones de MeJA a las que fueron expuestas plantas transformadas y no
transformadas (50 y 450 uM) al exponerse por 5 segundos por inmersién, no se observé
inhibicion del crecimiento, pero si indujeron respuestas en la produccion de fenoles y en la
expresion de genes de defensa.

Las unidades experimentales de dicho andlisis constaron de los frascos que contenian 3

explantes cada uno (48 unidades experimentales en este analisis).
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Figura 8. Cinética de elicitacion con MeJA en plantulas de G. globosa. La imagen muestra
el material elicitado desde las 3 hasta las 24h que durd el experimento. a) Corresponde al
control sin elicitar, b) frasco elicitado con MeJA 25 uM y c) corresponde al frasco elicitado
con MeJA 50 uM.
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8.3 Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides de las muestras elicitadas
El MeJA ha sido ampliamente utilizado para inducir la produccién de metabolitos
secundarios, sobre todo de compuestos que protejan al sistema del estrés oxidativo, como los
fenoles. La cuantificacion de fenoles totales se llevé a cabo como se describio en el capitulo
7.9. Los perfiles de acumulacion de fenoles totales (Figura 9a, 9b y Figura 10a, 10b) y

flavonoides en parte aérea (Figura 11a, 11b) se describen a continuacion.

Figura 9a. Produccion de fenoles totales en parte aérea de G. globosa durante 24 h de
exposicion al elicitor. Las letras diferentes indican las familias de significancia determinadas
por la prueba de Tukey (p < 0.05).

La elicitacion por 3 h con MeJA 25y 50 uM no tuvo efecto significativo en la produccién de
fenoles totales, al compararse con el control sin elicitar. La acumulacion de fenoles totales
en la parte aérea en el presente trabajo se favorecio al exponerse con MeJA 25 UM, puesto
que a las 6 h se incrementaron los fenoles totales 2.59 veces (65.58 mg EAG/g ES)
comparado con lo obtenido al inicio del experimento (25.277 mg EAG/g ES) y 1.78 veces
comparado al control a las 6 h (36.902 mg EAG/g ES) después de exponerse con el elicitor
(Figura 10a). En la exposicién con MeJA 25 uM a las 12 h (60.902 mg EAG/g ES) y con
MeJA 50 uM a las 6 h (60.694 mg EAG/g ES), se observé el mismo efecto, puesto que se
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alcanzé un incremento de 1.44 veces mas respecto al inicio del experimento y 1.64 veces mas

respecto al control a las 6 y 12 h (42.131 mg EAG/g ES) de exposicion con el elicitor.

Aunque el analisis maltiple de medias (Tukey, p < 0.05) muestra que la mayor produccién
de fenoles totales fue a las 6 y 12 h transcurridas del experimento, después de 18 h de la
elicitacion con MeJA 25 uM (47.798 mg EAG/g ES), se logro incrementar 1.54 veces mas
fenoles totales respecto al control a las 18 h (30.985 mg EAG/g ES). Esto se encuentra dentro
del rango obtenido en la mayor produccion de fenoles totales (MeJA 25 uM por 6 y 12 h,
MeJA 50 UM por 6h). La exposicion por 24 h con MeJA 50 pM no incremento la cantidad
de fenoles totales, al tener la misma cantidad que el control a las 24 h. La aplicacion de MeJA
25 UM por 24 h (37.485 mg EAG/g ES) no ejercid efecto significativo, al tener la misma
cantidad de fenoles totales que el control a las 24 h (36.465 mg EAG/g ES), 50 uM de MeJA
resultd en la induccion de la menor cantidad de fenoles totales en el experimento (15.277 mg
EAG/g ES).

Al compararse las muestras elicitadas con el control de solvente (etanol 4.5 mM) se presentd
un incremento de 1.07 veces mas con MeJA 25 uM y 1.32 veces mas con MeJA 50 uM a las
3 h de exposicion. También se observé el mayor aumento a las 24 h (15.902 mg EAG/g ES)
de elicitacion con MeJA 25 uM (2.36 veces mas), y a las 6 h (30.048 mg EAG/g ES) con
MeJA 50 uM (2.02 veces). Transcurridas las 12 h del experimento (28.173 mg EAG/g ES),
el MeJA 25 pM logré incrementar 2.16 veces respecto al control con etanol, mientras que
MeJA 50 uM no increment6 la cantidad de fenoles totales al ser comparado con el control
con etanol. El efecto observado a las 18 h (22.756 mg EAG/g ES), corresponde al incremento
de 2.10y 1.36 veces con MeJA 25y 50 uM respectivamente, sin embargo, con MeJA 50 uM

la cantidad de fenoles totales fue similar al control.

En resultados obtenidos de las muestras de raiz (Figura 11a), cabe mencionarse que la
cantidad de biomasa obtenida fue suficiente sélo para la determinacion de fenoles totales. La
elicitacion por 3h con MeJA 25 y 50 uM no incremento la cantidad de fenoles totales.
Después de 6 h de exposicion con MeJA 50 uM se pudo incrementar 1.13 veces la cantidad
de fenoles totales, y 1.64 veces a las 12 h después de iniciado el experimento. Con MeJA 25
UM se logré un incremento de 1.18 veces a las 6 h respecto al control sin elicitar, 1.30 veces

respecto al control sin elicitar a las 12 h, a las 18 y 24 h no se observaron diferencias
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significativas entre las muestras elicitadas y el control, al igual que a las 18 h de elicitacion
con MeJA 50 uM. Se observé también que con MeJA 50 UM en 24 h no se incremento la
cantidad de fenoles totales respecto al control, incluso fue menor que el control. La maxima

produccién de fenoles totales se dio a las 24 h del control sin elicitar y con MeJA 25 uM.

ES Extracto seco  EAG Equivalentes de Acido Gélico

Figura 10a. Produccidn de fenoles totales en raiz de G. globosa durante 24 h de exposicion
al elicitor. Las letras diferentes indican las familias de significancia determinadas por la
prueba de Tukey (p < 0.05).

La produccion de flavonoides en la parte aérea no se favorecio por la elicitacion con MeJA
25 y 50 uM (Figura 12a) al compararse con las muestras sin elicitar, no obstante, al ser
comparadas con el control solvente (etanol 4.5 mM), se observo un incremento de 3.67 veces
mas a partir de las 6 h de exposicion con MeJA 25 uM (0.528 mg EQ/g ES), ya que la
elicitacion por 3h con MeJA 25 UM no ejercio efecto en la cantidad de flavonoides, pero con
MeJA 50 uM se logré un incremento de 14.51 veces a las 3 h de elicitacion (0.595 mg EQ/g
ES). Se logr6 también incrementar 2.15 veces méas a las 12 h con MeJA 25 uM (0.114 mg
EQ/g ES) y 3.30 veces con MeJA 50 uM (0.175 mg EQ/g ES), en cambio a las 18 h con
MeJA 25 uM se logré un incremento de 5.49 veces mas de flavonoides (0.664 mg EQ/g ES),
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sin alcanzar un incremento a las 24 h con MeJA 25 uM, ni con MeJA 50 uM a las 6, 18 y 24
h de exposicion con dicho elicitor.

EQ equivalentes de Quercetina

Figura 1la. Produccién de flavonoides en parte aérea de G. globosa durante 24 h de

exposicion al elicitor.
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Figura 9b. Produccién de fenoles totales en parte aérea de G. globosa durante 24 h de

exposicion al elicitor

Al analizar los resultados del experimento de elicitacidon con relacidn a biomasa seca, la mejor
produccidn de fenoles totales en parte aérea (Figura 10b) se dio a las 12 h de exposicion con
MeJA 25 uM (23.594 mg EAG/g BS), donde se increment6 4.49 veces mas respecto al
control sin elicitar, seguido de un incremento de 2.71 veces mas a las 18 h de elicitacion
(15.900 mg EAG/g BS), a las 6 h con MeJA 25 UM se incremento 4.20 veces, a las 18 h con
MeJA 50 uM se increment6 1.85 veces la cantidad de fenoles (10.854 mg EAG/g BS).
Aunque estadisticamente la cantidad de fenoles totales a las 6 y 18 h con MeJA 50 uM fue
similar, a las 6 h se present6 el mayor incremento (2.97 veces, 9.740 mg EAG/g BS). Después
de 24 h de elicitacion con MeJA 25 uM se increment6 1.41 veces el contenido de fenoles
totales (4.704 mg EAG/g BS) y a las 3 h de elicitacion con MeJA 50 uM se increment6 1.09
veces los fenoles totales (2.671 mg EAG/g BS), mientras que con MeJA 25 uM a las 3 y
MeJA 50 uM a las 12 y 24 h no hubo diferencias significativas en el contenido de fenoles

totales al compararse con el control sin elicitar.

El contenido de fenoles totales al compararse con el control solvente (etanol 4.5 mM) se
produjo un incremento de 1.75 veces a las 3 h con MeJA 50 uM, 2.87 veces a las 6 h con

MeJA 25 uM y 2.03 veces con MeJA 50 uM. Después de 12 h se logrd un incremento de
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3.96 veces con MeJA 25 puM, sin embargo, con MeJA 50 uM no hubo algin aumento. La
elicitacion con MeJA 25 pM después de 18 h increment6 2.08 veces el contenido de fenoles
totales, y con MeJA 50 UM se incrementd 1.05 veces; y al final del experimento (24 h) se
incrementd 1.37 veces con MeJA 25 uM, mientras que con MeJA 50 UM no se incrementd

el contenido de fenoles totales.

Figura 10b. Produccion de fenoles totales en raiz de G. globosa durante 24 h de exposicion

al elicitor.

El mayor contenido de fenoles totales en raiz (Figura 11b) se present6 a las 12 y 18 h
posteriores a la exposicion con MeJA 25 uM con un incremento de 27.40 veces (113.379 mg
EAG/g BS) y 14.84 veces (107.902 mg EAG/g BS) respectivamente. Con MeJA 50 uM,
después de 12 h se logré un incremento de 20.79 veces (86.008 mg EAG/g BS), con MeJA
50 uM (45.690 mg EAG/g BS), 2.18 veces después de 18 h, y 1.98 veces con MeJA 50 uM
a las 24 h (49.562 mg EAG/g BS). La exposicion con MeJA 25 uM a las 3y 24 h, y con

MeJA 50 uM a las 3 h, no ejercid efecto significativo en el contenido de fenoles totales.
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Figura 11b. Produccidon de flavonoides en parta aérea de G. globosa en 24 h de exposicion

al elicitor.

Se increment6 2.53 veces el contenido de flavonoides (Figura 12b) a partir de las 6 h de
elicitacion con MeJA 25 uM (3.394 mg EQ/g BS) y con MeJA 50 uM 2.21 veces (2.971 mg
EQ/g BS) respecto al control sin elicitar; a las 12 h con MeJA 25 uM se incremento 3.85
veces (5.176 mg EQ/g BS), y con MeJA 50 uM 2.67 veces (3.581 mg EQ/g BS). Después de
18 h de elicitacion se observd la mayor cantidad de flavonoides (10.638 mg EQ/g BS) con
MeJA 25 puM, logrando un incremento de 4.02 veces, y con MeJA 50 uM 1.82 veces (4.816
mg EQ/g BS); mientras que al final del experimento se incrementé 1.61 veces (3.146 mg
EQ/g BS) con MeJA 25 uM y 1.55 veces con MeJA 50 uM (3.026 mg EQ/g BS).

Es posible que las respuestas descritas anteriormente se deban a que el MeJA funja como
molécula sefial y active la sintesis de genes involucrados en el metabolismo secundario
(Zhao, Davis, & Verpoorte, 2005), ademas de la probable generacion de ROS (especies
reactivas de oxigeno por sus siglas en inglés), ya que este mecanismo ha sido detallado y
comprobado por diversos autores (Ali et al, 2005: Ducaiova et al, 2016) y por ende resulte

en la acumulacion de metabolitos secundarios del tipo antioxidante (fenoles).
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En términos generales, la produccion de flavonoides fue baja, incluso en las muestras
elicitadas, esto tal vez esté relacionado con la edad del material (4 semanas), ya que en
nuestro equipo de trabajo se ha reportado la presencia de cantidades similares de flavonoides
en material de 3 meses (Cruz, 2018). Otra posible causa, es el tiempo de exposicion al elicitor
no haya sido suficiente para llegar a estimular la produccion de flavonoides
significativamente, puesto que otros autores han evaluado el efecto del MeJA en tiempos que
van desde 3 hasta 21 dias, logrando aumentos considerables respecto a sus controles (Ali et
al, 2007: Pérez et al, 2011: Ali et al, 2015: Ducaiova et al, 2016: Attaran et al, 2017), no
obstante debe mencionarse que el tiempo de exposicion de este estudio estd definido
principalmente para detectar cambios en los niveles de expresion de las enzimas mencionadas

anteriormente, que normalmente no exceden las 72 h de exposicion.

Contrastando los resultados con los obtenidos previamente en el equipo de trabajo, Aguilar
en 2018 report6 21.92 mg EAG/g E.S. y 0.072 mg EQ/g E. S., de fenoles totales y flavonoides
respectivamente en extracto acuoso de la parte aérea de plantas silvestres de G. globosa.
Respecto a los resultados en cultivos in vitro, Méndez en 2017 obtuvo la méaxima cantidad
de 23.53 mg EAG/g E. S., de fenoles totales en callos, 8.72 mg EAG/g E. S., en células en
matraz y 5.95 mg EAG/g E. S., en células en reactor. Cruz en 2018 al cuantificar fenoles
totales obtuvo 6.18 mg EAG/g E. S., para raices de plantulas in vitro y 8.29 mg EAG/g E. S.,
para raices de plantulas a partir de semillas sintéticas de 3 meses. La parte aérea reportada
por Cruz en 2018 presentd un contenido de 29.25 mg EAG/g E. S. en plantulas in vitro y
46.58 mg EAG/g E. S. en plantulas a partir de semillas sintéticas, ambas de 3 meses.
Relacionado a flavonoides, Cruz reporta 0.14 mg EQ/g E. S. en raices de plantulas in vitro y
0.17 mg EQ/g E. S. en raices de plantulas de semillas sintéticas. La parte aérea contuvo 0.94

mg EQ/g E. S. en plantulas in vitroy 1.61 mg EQ/g E. S.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido por Montes en 2017, siendo MeJA 25 uM, su
mejor concentracion de elicitor, logrando un incremento desde 1.54 veces hasta 2.44 veces

desde las 6 h hasta las 120 h de exposicion, en cultivos de plantulas in vitro de S. rebaudiana.

Otros autores que también han evaluado el efecto del MeJA como elicitor de compuestos
fenolicos y han reportado resultados similares a lo obtenido en este trabajo, mostrando su

maxima obtencion de metabolitos de acuerdo con las siguientes condiciones. Ali y
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colaboradores en 2007 elicitaron con MeJA 200 puM, raices de Panax gingsen en medio
liquido en reactor tipo airlift, encontrando que al dia 9 se logré6 aumentar 1.6 veces méas
fenoles totales y 6.4 veces mas de flavonoides respecto al control sin elicitor, estos resultados
son similares a lo que se logro en el presente trabajo con MeJA 25 uM a las 6 h (1.78 veces
mas respecto al control sin elicitor, 2.36 veces mas que el control con etanol 4.5 mM) en la
acumulacion de fenoles totales. Este efecto fue relacionado con el estrés oxidativo generado
por el elicitor ya que, en la mayor acumulacion de fenoles y flavonoides, se ve una reduccion
en la acumulacion de H2O2 y grupos carbonilo en presencia del elicitor, ademas de que se
incremento la actividad de enzimas que participan en la sintesis de compuestos fendlicos y
flavonoides. Al elicitar brotes de Salvia officinalis en medio liquido, se logré aumentar 1.6
veces mas fenoles totales con MeJA 50 y 100 uM al dia 5 respecto al control con etanol al
96% (Grzegorczyk & Wysokinska, 2009). Comprando estos resultados con lo logrado en este
trabajo, la maxima produccion de fenoles totales con MeJA 50 uM se observé a las 6 h
posteriores a la exposicion con el elicitor, puesto que se incrementd 1.44 veces mas respecto
al control sin elicitar y 2.16 veces mas que el control con etanol 4.5 mM. Ellos mencionan
que usando concentraciones micromolares de MeJA inducen cambios en la expresion de
genes, y que el tiempo requerido para alcanzar el maximo nivel en la expresion de genes es
diferente para cada ruta biosintética e incluso para cada compuesto (aunque esto no fue
evaluado). Ademas de que el efecto negativo en el crecimiento de los brotes de S. officinalis

se observo hasta el dia 5 con MeJA 20 uM.

Por otro lado, brotes de Brassica oleracea en estado silvestre, elicitados con 10 uM de MeJA
al dia 7, lograron incrementar 1.23 veces mas fenoles totales y 1.31 veces mas de flavonoides
respecto al control con etanol al 0.04%, segin Pérez y colaboradores en 2011. Estos
resultados son menores que lo que se obtuvo con MeJA 25 UM en apenas las 6 h transcurridas
después de iniciado el experimento de este trabajo (1.78 veces méas respecto al control sin

elicitor y 2.18 veces mas respecto al control con etanol 4.5 mM).

El tratamiento con MeJA induce la actividad de PAL, que es una enzima clave regulatoria
del metabolismo de fenilpropanoides, y esto a su vez favoreceria la expresion de genes de la
biosintesis de fenoles y provocando la acumulacion de estos compuestos (Pérez et al, 2011).

Krzyzanowska y colaboradores en 2012 al elicitar células en suspension de Mentha piperitia
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con 100 uM por 24 h despues de la aspersion, se lograron incrementar 1.81 veces més de
acido rosmarinico (derivado del &cido cafeico) respecto al control (etanol al 96%) al inicio
de experimento, y 1.44 veces mas respecto al control a las 24 h. La concentracion mas alta
de elicitor utilizada en nuestro trabajo fue MeJA 50 uM, y el mayor incremento de fenoles
totales se logré a las 6 h después de aplicarse el elicitor (1.64 veces mas que el control sin
elicitor, 2.02 veces mas que el control con etanol 4.5 mM). Las células en suspension de
Vitis vinifera elicitadas con 20 mM de MeJA a las 48 h obtuvo un incremento de 1.4 veces
mas fenoles totales respecto al control sin elicitar, segun lo reportado por Sak y colaboradores
en 2014, lo cual es un poco menor al incremento logrado con MeJA 25 uM a las 6, 12 y 18
h, y con MeJA 50 uM a las 6 h después de aplicado el elicitor en el presente estudio.

La produccién de fenoles esenciales puede depender del genotipo del material, sin embargo,
la sintesis de estos compuestos se correlaciona con la respuesta a diferentes factores
ambientales bidticos y abioticos. Los tejidos y células vegetales cultivados in vitro son mas
afectados por los elicitores y pueden responder mas sensiblemente (Sak et al, 2014). En otro
experimento, los brotes en medio liquido de Exacum affine elicitados con 100 uM de MeJA
en combinacion con fenilalanina al dia 3, Skrzypczak y colaboradores en 2014 muestran que
se logré un incremento de 1.6 veces mas de fenoles totales respecto al control con etanol al
0.1%. Comparando esto con lo obtenido en nuestro estudio, se encuentran por debajo de lo
obtenido por MeJA 50 uM, que fue nuestra concentracién mas alta de elicitor, en medio MS
solo suplementado con vitaminas. Estos autores concluyen que se consiguié un efecto
benéfico por la adicion simultanea del elicitor y el precursor, pero no sélo estos factores
pueden influenciar la acumulacion de acidos fendlicos, sino también el estrés osmotico, tipo
de medio de cultivo, reguladores de crecimiento y el modo de iluminacion. Ali y
colaboradores en 2015 reportaron que elicitando células en suspensién de Artemisia
absinthium con 90 mM de MeJA reportan un incremento en el dia 21 de 1.27 veces mas
fenoles totales y 1.39 veces mas de flavonoides respecto al control sin elicitor. Aunque en el
presente estudio no se logrd incrementar la cantidad de flavonoides, con las dos
concentraciones de MeJA entre las 6 y 12 h de exposicion, se logré incrementar la cantidad
de fenoles totales en mayor proporcion que lo que reporta Ali y colaboradores en 2015. Estos
autores sugieren que en bajas concentraciones de MeJA tienen un efecto promotor en la

acumulacién de flavonoides y fenoles comparado con el control, ademéas de no observar
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variaciones significativas entre el contenido de fenoles y flavonoides con la actividad

antioxidante.

Al elicitar con MeJA 100 uM por 48 h brotes de Eryngium planum en medio liquido,
Kikowska y colaboradores en 2015 sefialan que se logré incrementar 4.51 veces mas fenoles
totales respecto al control con etanol al 96%, lo cual es mucho mayor en comparacion con lo
obtenido en este trabajo en las 24 h que duro la cinética de elicitacion. EI mecanismo de
induccion de elicitores bioticos o abioticos es por lo general activando la expresion de genes
relacionados con la defensa, y los resultados de los autores indican que metabolitos
especificos pueden ser modulados por la adicién de un elicitor para estabilizar el cultivo de
brotes, ademas de que el estrés osmatico creado por el contenido de sacarosa demostro que

puede regular la produccién de acidos fenolicos.

Ducaiova y colaboradores en 2016 indican que las plantulas silvestres de Matricaria
chamomilla elicitadas con 0.4 mM de MeJA por aspersion, transcurridas 48 h después de la
aplicacion se observo el incremento de 3.0 veces mas fenoles totales y 1.9 veces méas de
flavonoides después de 24 h de la aspersion respecto al control asperjado con agua. El tipo
de material utilizado en el presente estudio difiere del utilizado por Ducaiova et al, 2016,
ademas de que la concentracion del elicitor es mucho a mayor a la que se empled en este
trabajo, es por lo que es posible que el incremento alcanzado en fenoles totales haya sido
mayor que lo alcanzado en nuestro estudio. En los diferentes tiempos posteriores a la
aspersion en los que fue evaluado el efecto del MeJA, se incrementaron los niveles de las
especies reactivas de oxigeno, encontrando los niveles maximos a las 24 y 48 h posteriores a
la aspersion, consecuentemente el estrés oxidativo resulta en una fuerte acumulacion de

metabolitos antioxidantes como los fenoles (Ducaiova et al, 2016).

En 2017 Attaran y colaboradores sefialan que al elicitar brotes en medio liquido de Salvia
virgata con 100 uM de MeJA al dia 3, se obtuvo un incremento de 2.07 veces mas fenoles
totales y 1.46 veces méas de flavonoides respecto al control con etanol al 96%. Estos
incrementos corresponden a lo alcanzado en nuestro estudio después de exponer por 6 h con
MeJA 25 uM plantulas de G. globosa. De acuerdo con Attaran y colaboradores en 2017, las
diferentes concentraciones de MeJA cambian la expresion de genes de enzimas clave en la

via metabdlica de fenilpropanoides y derivados de tirosina; el tiempo requerido para alcanzar
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el maximo nivel de la expresion de genes es diferente para cada ruta, incluso para cada

compuesto.

8.4 Seleccidn de genes de estudio

Después de la revision bibliografica sobre la ruta de biosintesis de fenilpropanoides, se
determind que las enzimas a seguir en sus niveles de expresion son fenilalanina amonio-liasa
(PAL), cinamato 4-hidroxilasa (C4H), 4-cumaroato CoA ligasa (4CL), 4-cumaroato 3-
hidroxilasa (C3H), como pasos limitantes para la sintesis de fenoles simples y precursores de
flavonoides; cinamoil CoA reductasa (CCR) e hidroxicinamoil CoA: quinato
hidroxicinamoil transferasa (HQT), como puntos de bifurcacion en la produccion de
flavonoides (Dewick, 2002, Dixon et al, 2002, Kanehisa Laboratories, 2017). En la Tabla 14

se muestran los numeros de clasificacion de las enzimas seleccionadas.

Tabla 14. Numeros de acceso a la informacion disponible de las enzimas de la ruta de

fenilpropanoides

Enzima No. de clasificacion en No. de secuencias
BRENDA encontradas en GeneBank

PAL 4.3.1.24 12

C4H 1.14.13.11 7

4CL 6.2.1.12 12

C3H 1.14.13.36 1

CCR 1.2.1.44 10

HQT 2.3.1.133,2.3.1.99 4

Debido a que no se encontrd informacion acerca de las enzimas seleccionadas en nuestra
planta de estudio, se hizo la busqueda de secuencias de nucledtidos de las enzimas, en otras
especies, a partir de lo obtenido por el nimero de clasificacion en BRENDA, donde se
reportaron diferentes especies en donde ya se han obtenido las secuencias para dichas

enzimas.
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8.5 Disefio de oligonucledtidos para su amplificacion

Al no encontrarse secuencias de nucleétidos reportadas para Gomphrena globosa de las
enzimas seleccionadas ni para el gen control (actina), se hizo el alineamiento de secuencias
de nucleotidos reportadas para otras especies de plantas utilizando el software MEGA7, en
la Figura 7 se muestra un ejemplo de alineamiento con las secuencias de alta identidad
tipicamente seleccionadas para la enzima HQT (Kumar, Stecher, & Tamura, 2017). Una vez
obtenidos los resultados de los alineamientos, se seleccionaron regiones de alta identidad de
manera continua en el alineamiento de las secuencias para disefiar de manera manual los
oligonucleotidos, con una longitud de entre 18-24 nucle6tidos tanto para el sentido reverso

como el directo.

Los oligonucledtidos seleccionados se ingresaron en Oligoanlayzer para validarlos y conocer
los parametros de las secuencias (%GC, Tm y formacion de estructuras secundarias). Para
hacer la seleccidn final de los oligonucle6tidos directo y reverso, se consideraron que entre
las Tm hubiera una diferencia méxima de 5 °C, y un contenido de GC entre 40-60%. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16.

En el caso del gen de actina, el disefio de oligos se realizd a partir del alineamiento realizado
en MEGA7 con secuencias de diferentes especies vegetales (Tabla 16), al no existir
secuencias reportadas para el gen de actina en Gomphrena globosa. Mediante la herramienta
bioinformética OligoAnalyzer, se validaron los oligoucle6tidos disefiados y se seleccionaron

los que se ajustaran a los parametros de disefio anteriormente descritos.
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Tabla 15. Numeros de acceso a las secuencias disponibles para el gen de actina

Numero de acceso a GenBank
AF548026

AF061018

X16280

AB047313

AF061019

HQ844002

HQ656028

AY074873

AY093784

Especie vegetal
Stevia rebaudiana
Scherffelia dubia
Oryza sativa

Oryza sativa Japonica
Coleochaete scutata
Celosia argéntea

Beta vulgaris

Arabidopsis thaliana
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Tabla 16. Oligonucle6tidos disefiados para la amplificacion de enzimas de la ruta de fenilpropanoides.

Oligonucleétidos Parametros
5-3
Gen i
Longitud Tm °C %GC F.E.
Directo Reverso ;
nucleotidos S.E
PAL TACATGGTGGTAACTTCCAAGG ATCTTGGTTGTGTTGCTCTGCAC 24 23 57.7 582 458 47.8 NO
GA
C4H ATGACGGTCCCTTTCTTCAC GTTGTCCTCGTTGATCTCTC 20 20 547 526 50 50 NO
4CL CAAGTCGACGGTGAAAACCCCA CTCTGTCATACCGTAACCCTGT 24 22 598 56 50 50 NO
AT
C3H* GGGTTGAAACTTGGAGCTTC GACGAAATGATGCTTGACACC 20 21 54 543 50 476 NO
CCR GAATTGGTACTGCTACGGGAAG GGTAGGGATGGGGTACTC 22 18 554 537 50 51.1 NO
HQT TGGAACTCGAATCTTGACCTGG CAGAGAAACCCCGCCACAGTTG 22 24 56.7 599 50 57.1 NO
AA

Actina CCT GCT ATGTATGTCGCCAT CACCTTGATCTTCATGCTGC 20 20 547 541 50 50 NO

F. E. S. E. Formacién de Estructuras Secundarias Estables

*Tomado de Palafox, et al, 2014



DMNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv Group Mame ** *|* el Rl *|* ** *|* *|* *|* *1** %" *|*
1. G0B47546.1_Lonicera_japonica_ EEEE N
2. D0915589.1_Cynara_scolymus_hy EEcH B | B EER

3. DQ104740.1_Cynara_cardunculus_
4. DQ915590.1_Cynara_cardunculus_

Figura 12. Resultado del alineamiento de secuencias en MEGAY para la enzima HQT.

Los oligonucleotidos disefiados y validados cumplen con los pardmetros de disefio que se
establecieron en la metodologia, tal y como se muestra en la Tabla 16. En el caso particular
de la enzima C3H, no se obtuvo informacion referente sobre secuencias de nucledtidos con
el numero de clasificacion de BRENDA, sin embargo, Palafox, y colaboradores, en 2014
midieron niveles de expresién para esta enzima y reportan los oligonucle6tidos utilizados

para el experimento.

8.6 Pruebas de amplificacién sobre ADN gendmico

Se realizé un experimento de validacién de los oligonucledtidos disefiados puesto que no
habian sido utilizados para la amplificacion y ademas fijar los parametros que se emplearan
en amplificaciones cuantitativas y semicuantitativas. Para tal experimento, se llevé a cabo el
barrido de temperaturas para investigar que amplificaran en las Tm calculadas, verificando

la amplificacion en geles de agarosa como se describio en el capitulo 7.8.

De los 7 pares de oligonucle6tidos disefiados y probados, sélo amplificaron 2 pares (C3H y
HQT) con las condiciones establecidas en el capitulo 7.8, obteniendo bandas de entre 50 y
150 pb (Figura 13). Se esperaban fragmentos especificos de 150 pb de acuerdo al disefio
usando como templado cDNA, pero dado que la amplificacion se realiz6 sobre ADN

genomico los fragmentos podian cambiar en tamafio.

Hasta el momento, los experimentos de validacion de amplificacion podrian considerarse
iniciales y todavia deben hacerse ajustes a la cantidad de templado usado y probablemente
investigar otros intervalos de temperaturas de alineamiento para descartar por completo la
utilidad de los oligonucledtidos en proximos experimentos de medicion de expresion génica
antes de pensar en redisefio de los mismos; no obstante el escrutinio inicial de condiciones
de amplificacion dejo dos juegos de oligonucleotidos que amplifican de manera especifica.
Cabe recordar, que la mayoria de los oligonucleétidos reportados tuvieron que ser disefiados



por homologia con secuencias reportadas en otras especies dado que no estan reportadas ain
para G. globosa especificamente.

Figura 13. Gel de agarosa de amplificados de oligonucledtidos en ADN. 1. Marcador de
peso molecular, 2. HQT 58 °C, 3. HQT 56 °C, 4. Control s/ADN s/oligos, 5. Control c/ADN
s/oligos, 6. C3H 56 °C, 7. C3H 54 °C, 8. Control s/ADN s/oligos, 9. Control c/ADN s/oligos.

80



9. Conclusiones

Se comprob6 un efecto positivo en la acumulacion de compuestos fendlicos y flavonoides
por la elicitacion con MeJA en plantulas in vitro de G. globosa, sobre todo con la

concentracion mas baja usada en el experimento: MeJA 25 puM.

La elicitacion con MeJA no tuvo efecto sobre el desarrollo fisiologico del material en el

tiempo que duro el experimento con las concentraciones evaluadas.

Las condiciones de elicitacion encontradas en este estudio podrian ser utilizadas en futuros

experimentos de produccidn de compuestos fendlicos y flavonoides con actividad biolégica.

Las condiciones de amplificacion para cada juego de oligonucle6tidos disefiados no
permitieron corroborar su funcionamiento, bajo las condiciones probadas en este estudio,

salvo en los casos de los juegos que amplificaban el fragmento de C3H y HQT.
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10. Perspectivas

Identificar y cuantificar los compuestos fenilpropanoides en las condiciones de
elicitacion y no elicitacion por HPLC.

Identificar y cuantificar betalainas en las condiciones de elicitacion y no elicitacion.

Evaluar la capacidad antioxidante en las condiciones de elicitacion y no elicitacion.

Obtener secuencias especificas para G. globosa para realizar estudios de expresion
de los genes propuestos en este estudio involucrados en la sintesis de
fenilpropanoides.

Evaluar la actividad enzimética de las enzimas seleccionadas como clave en la
biosintesis de fenilpropanoides.

Correlacionar los niveles de expresion, acumulacién de metabolitos y actividad
enzimatica para proponer un mecanismo de regulacion y/o modificaciones a la ruta

de biosintesis de estos compuestos.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva estandar de acido galico
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Anexo 2. Curva estandar de quercetina
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Anexo 3a. Agrupacion utilizando el método de Tukey con una confianza de 95 % para

fenoles totales en parte aérea (por g de extracto seco).
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Anexo 3b. Agrupacion utilizando el método de Tukey con una confianza de 95 % para

fenoles totales en raiz (por g de extracto seco).
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Anexo 3c. Agrupacion utilizando el método de Tukey con una confianza de 95 % para

flavonoides en parte aérea (por g de extracto seco).

Muestra

10
21
12

8
11

4
14
16
20

9
19
15
17

7
18
13

N
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

[cNoNoBoNoNoNoNeoNolNolNoRol il

Las medias que

Media
.8003
.5253
.2160
L1817
.8027
.6637
.6197
.5947
.5280
.4330
.4110
1747
.1490
.1207
L1143
.0530
.0485
.0410
.0605
.1443
.1567

Agrupacién

g
[osivsAlve]
[CHONONONONSe!

O U oo
el s i cal

W]
=
e B e B e B | e
[P EONONONONOND!
jusian e ojia e ol siia siia i sl v v asias)
H o H H H H H - H H H

SR
[N I Y I N S S T

no comparten una letra son significativamente diferentes.



(h) N Media Agrupacidn
18 12 0.68699 A
24 12 0.59583 A B
3 12 0.50564 A B
6 12 0.43808 A B
12 12 0.16908 B
0 3 0.04917 A B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

MeJA

(uM) N Media Agrupacidn
0 18 1.16096 A

25 15 0.29424 B

50 15 0.11333 B

70 15 0.06134 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 3d. Agrupacion utilizando el método de Tukey con una confianza de 95 % para

fenoles totales en parte aérea (por g de biomasa seca).

Muestra N Media Agrupacidn
9 3 23.594 A
10 3 15.900 B
8 3 13.754 C
15 3 10.854 D
13 3 9.740 D
20 3 7.654 E
19 3 5.963 F
5 3 5.874 F G
4 3 5.254 F GH
18 3 4.793 G HI
11 3 4.704 HI
14 3 3.849 IJ
21 3 3.392 J K
6 3 3.330 J K
3 3 3.276 J K
12 3 2.671 K L
2 3 2.454 JKLM
1 3 2.364 KLM
16 3 2.274 K LM
17 3 1.527 L M
7 3 1.316 M

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tiempo
(h) N Media Agrupacidn
18 12 10.0703 A
12 12 9.6651 A
6 12 7.8911 A
0 3 5.3055 A B
24 12 3.4251 B
3 12 0.7388 B

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.
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MeJA

(uM) N Media Agrupacidn
25 15 11.6781 A
50 15 5.7021 B
70 15 4.1088 B
0 18 3.2415 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 3e. Agrupacion utilizando el método de Tukey con una confianza de 95 % para

fenoles totales en raiz (por g de biomasa seca).

Muestra N Media Agrupacién
9 3 113.38 A
10 3 107.90 A
14 3 86.01 B
8 3 53.09 C
16 3 49.56 C D
13 3 45.69 D
11 3 29.83 E
2 3 28.53 EF
6 3 25.05 EF
1 3 23.47 F
15 3 15.85 G
12 3 9.68 H
7 3 9.19 H
5 3 7.27 H
3 3 7.22 H
4 3 4.14 H
Tiempo
(h) N Media Agrupacidén
12 9 67.842 A
0 3 53.399 A B
18 9 43.675 A
6 9 35.335 AB
24 9 34.814 A B
3 9 3.615 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

MeJA
(uM) N Media Agrupacién
25 15 65.403 A
50 15 44.082 A
0 18 9.855 B

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 3f. Agrupacion utilizando el método de Tukey con una confianza de 95 % para

flavonoides en parte aérea (por g de biomasa seca).

Muestra N Media Agrupacidn
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Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.

MeJA
(uM) N
25 15
0 18
50 15
70 15

[eNeoNeNe)

Media

.09
.09
.01
.00

7939
5430
7925
3818
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A
A

B
B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 4. Preparacion de reactivos

e NaOH 2N
Componente Cantidad
NaOH 8¢
Agua desionizada 100 mL

e EDTA 0.5 M pH 8 (ajustar pH con NaOH 2N)
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Componente Cantidad
EDTA 36.53 g
Agua desionizada 250 mL

e TAES0X
Componente Cantidad
TRIS base 60.5¢g
Acido acético glacial 14.275 mL
EDTA 0.5M pH 8 25 mL
Agua desionizada 210.725 mL

Anexo 5. Regiones homologas para el disefio de oligonucle6tidos

e PAL
T T T T 1 o] ...
1310 1320
AB300199.1 GGTGAGTGAC AATCCTATGA TCGATGTAGC CCGTGACAAG GCATTACACG
AY879309.1 TGTCAATGAC AACCCTTTGA TTGATGTETC GAGGAACAAG GCCATTCATG
AY986506.1 CGTCAACGAC AACCCTTTGA TTGATGTETC AAGGAACAAG GCTTTACATG
EF031063.1 AGTCAATGAC AACCCTTTGA TTGATGTETC AAGGAACAAG GCCTTGCATG
EF031064.1 AGTGAATGAT AACCCATTGA TTGATGT@TC AAGGAACAAG GCTTTACATG
FJ594466.2 GGTTAATGAT AACCCTTTGA TTGATGTTC AAGGAACAAA GCATTACATG
FJ603650.2 GGTGAATGAT AATCCATTGA TTGATGT§TC GAGGAATAAA GCTCTACATG
GU456381.1 CGTGAACGAC AACCCATTGA TCGACGT@®TC AAGGAACAAA GCCGTGCACG
HM114215.1 GGTCAATGAT AACCCCTTGA TTGATGTRTC AAGGAACAAG GCTATTCACG
X75967.1 V TGTGAATGAT AACCCCTTGA TCGATGTRLC.CAGGAACAAG CCTCTACATC
e C4H
[ eee| [ eee| . B R I I

580 590 600
HM062778.1ATGACGGTCC CCTTCTTCAC CAACRAAGTG GTGCAGCAGA ACCGCGCGGG
L38898.1 PJATGACAGTAC CTTTCTTTAC GAACRAAGTT GTCCAGCAGT ATCGATTCGG
DQ211885.1|ATGACGGTCC CTTTCTTCAC CAACRAGGTG GTTCAGCAGT ACCGCGGCGG
AY641731.2 |ATGACGGTTC CTTTTTTTAC CAACRAGGTG GTGCAGCAGT ACAGGTTCGG
DQ485132.1|ATGACGGTTC CGTTTTTCAC CAACRAGGTT GTGCAACGGA ACAGAGAAGG
DQ485130.1ATGACGGTTC CGTTCTTCAC CAACRAGGTG GTTCAGCAGA ACAGAGAAGG
HM114216.1ATGACAGTCC CTTTCTTTAC TAACRAAGTT GTCCAGCAGT ATCGATTTGG
GU456382 .1 |ATGACTGTTC CTTTCTTCAC CAATRAAGTA GTCAATCAGT ACAGGTATGG
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e 4CL

210

220

(@}

840

e
850

R
3
EU616501.1 GGC@TGGTGT CCAGCGTTGC CCAGCAGGEC GATGGTGAAA ATCCCAATCT
HM990148.1 AGCPTGATCA CCAGCATCGC GCAGCAAGEC GACGGCGAAA ACCCCAATTT
KC576841.1 AGCYTGATCA CCAGCATCGC GCAGCAAGEC GACGGTGAAA ACCCTAATTT
JX548316.1 AGT@TCGTAA CCAGCGTCGC TCAACATGFT GGTGGAGACA ATCCCAACAT
EF685345.1 AGT@TTGTGA CAAGCGTTGC TCAGCAGGEG GACGGGGAAA ATCCCAACTT
DQ194356.1 AGCRTGATAT CGAGCGTGGC TCAACAAGEG GATGGAGAGA ACCCAAATTT
AY587891.1 AGCPTGATCA CCAGCATCGC GCAGCAGGEC GACGGCGAGA ACCCTAATTT
e CCR
T e e e e I

360 370 380 390 400
AY149608.1 CTGGATTATC AGAGTTTGAG AGAAGCAATT TATGGCTGTG AQGGGGTTTT
AJ224986.1 CTTGATTATG AGTCTCTTAA AGAGGGTATT CAAGGGTGTG APRGGTGTTTT
AF217958.1 CTTGATTATG AGTCTCTTAA AGAGGCTATT CAAGGGTGTG APRGGTGTTTT
GQ450296.1 CTGGACTACG ACGCCATCTG CCGCGCCGTG GAGGGCTGCC A@GGCGTCTT
GQ450301.1 CTCGACCGGG CCAGCCTCCG CGCCGCCTTC GACGGCTGCG A@GGCGTCAT
DQ019126.1 CTAGACTATC AGAGTTTGAG AGAAGCAATT TATGGCTGTG AQGGAGTTTT
DQ019125.1 CTTGATTATC AGAGTTTGCG TGAAGCAATC AATGGCTGTG AQGGAGTTTT
AF278698.1 CTCGACTATG ATGCCATATG CGCCGCCGCC GAGGGCTGCC APGGCGTGTT
GQ872418.1 CAGGACTACG AGGCTCTTAA AGCGGCGATC GATGGTTGCG AQGGCGTCTT
AY149607.1 CTCGACTACG ACGCCATCTG CGCCGCCGTC GAGGGCTGCC AQGGCGTGTT

e HQT
R e e e D I e

260 270 280 290 300
GQ847546.1 CTCTGGAACT CGAATCTGGA CCYPTGTTGTC GGTCGGATCC ACATCCTRAC
DQ915589.1 ACCCACACCG AACCAGCGGC TAYGGAACTC GAATCTTGAC TTGGTTGIGG
DQ104740.1 GGCCCAACGG CGCCGCCAAC TTUTTTGATC CGAAGGTGAT GAAGGATECG
DQ915590.1 TTGCCGACGT TCTTGTTTCG TTYTTTCCGA TGGCCGGACG TCTGGGTRAC
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