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RESUMEN

Buddleja cordata Kunth ‘tepozan’ es una especie ampliamente distribuida en el territorio
mexicano donde sus hojas, corteza y raices son empleadas por la medicina tradicional contra
diversos malestares y padecimientos. Sus propiedades terapéuticas han sido atribuidas a
compuestos de naturaleza fenolica, incluyendo al metabolito verbascésido.

Diversos estudios relacionados con las acciones biolégicas y farmacolégicas del verbascésido
han demostrado que posee una gran cantidad de propiedades considerables desde el punto de
vista industrial. La sintesis quimica del compuesto ha sido lograda pero no resulta costeable;

ademas, su biosintesis no ha sido completamente dilucidada.

Previamente, se establecieron cultivos de callo y de células en suspension de B. cordata. Sin
embargo, las concentraciones de producto obtenidas son insuficientes para satisfacer las
necesidades farmacologicas e industriales del compuesto. En este trabajo, mediante un par de
estrategias biotecnolodgicas: elicitacion de cultivos celulares con metil jasmonato y alimentando
los cultivos con L-fenilalanina como precursor, se incrementé la producciéon del compuesto.
Posteriormente, se generd informaciéon quimica y molecular sobre algunas de las enzimas clave
implicadas en la ruta biosintética del verbascésido incluyendo fenilalanina amonio liasa ‘PAL’,
polifenol oxidasa ‘PPO’ y Tirosina/Dopa decarboxilasa ‘Tir/DopaDC’. Finalmente, se obtuvieron
perfiles metabolémicos de cultivos tratados con metil jasmonato, L-fenilalanina e inhibidores
enzimaticos.

Los resultados obtenidos en esta tesis permitieron aumentar la produccién de verbascésido a
nivel de matraz y, por otro lado, aportaron informacién valiosa sobre la biosintesis del
compuesto. Ademas, el estudio metabolomico permitié identificar los compuestos
equinacosido, cumarina y 4cido siringico, ninguno de los cuales ha sido previamente reportado

en B. cordata.
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ABSTRACT

Buddleja cordata Kunth ‘tepozan’ is a species widely distributed in México where its leaves, baks
and roots are used in traditional medicine to treat a wide variety of ailments. Its therapeutic
properties have been attributed to phenolic compounds including verbascoside.

Numerous studies related to the biological and pharmacological attributes of verbascoside,
reinforces its significance for its industrial application. The chemical synthesis of the compound has
been achieved but is not affordable; additionally, its biosynthesis has not been fully elucidated.
Previously, callus and cell suspension cultures of B. cordata were established. However, product
concentrations obtained are insufficient to satisfy verbascoside pharmacological and industrial
demands. In this work, verbascoside production was increased through two biotechnological
strategies: eliciting cell cultures with methyl jasmonate and feeding cultures with L-phenylalanine
as a precursor. Subsequently, chemical and molecular information was generated on some key
enzymes involved in verbascoside biosynthetic pathway. Finally, metabolomic profiles of cultures

treated with methyl jasmonate, L-phenylalanine and enzyme inhibitors were obtained.

Results obtained in this thesis allowed to increase the production of verbascoside at the flask level;
besides, molecular and chemical experiments let the identification of phenylalanine ammonia lyase,
polyphenol oxidase and tyrosine/dopamine decarboxylase, all of them enzymes involved in the
biosynthesis of verbascoside. Also, metabolomic analysis enabled the identification of echinacoside,

coumarin, and syringic acid none of which have been previously reported in B. cordata.
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I INTRODUCCION

Las plantas vasculares (superiores) fabrican una gran diversidad de productos
organicos de bajo peso molecular a partir de simples precursores inorganicos, muchos mas que
los producidos por otros organismos en la naturaleza. Esta capacidad de sintesis ha sido
esencial para la colonizacion de diferentes y en muchas ocasiones adversos ambientes. Aunque
en algunos casos su designacion es dificil, los términos ‘metabolito primario’, ‘metabolito
secundario’ y ‘reguladores de crecimiento vegetal’ (RCV) son cominmente empleados en la

fisiologia vegetal (Kessler y Kalske, 2018; Fang et al, 2019; Erb y Kliebenstein, 2020).

Los metabolitos
secundarios pueden
regular el crecimiento y
desarrollo vegetal asi
como la defensa

Los metabolitos
secundarios pueden ser
reintegrados al
metabolismo primario

Los metabolitos secundarios manejan el estrésy
median las interacciones planta-ambiente

Figura 1. Clasificacion funcional de productos organicos de bajo peso molecular producidos por las plantas. En
algunos casos su designacion es dificil: muchos metabolitos secundarios pueden ejercer diversas actividades mas
alla de las que facultan la interaccién planta-ambiente.

** Tomada y modificada de Erb y Kliebenstein, 2020.



Los metabolitos secundarios (también llamados metabolitos especializados, fitoquimicos o
productos naturales) son complejos compuestos bioactivos de bajo peso molecular. Aunque su
rol no ha quedado bien establecido, sobresale su especial importancia para la adaptacion y
supervivencia de las plantas en su ambiente (por ejemplo, sus actividades antibiéticas e
insecticidas son efectivas para bloquear el ataque de herbivoros) (Oksman-Caldentey and Inze,
2004; Kessler y Kalske, 2018). Actualmente, una gran cantidad de estudios moleculares,
funcionales y ecoldgicos han demostrado que en realidad los metabolitos secundarios son
responsables de multiples actividades que van mas alla de su definicion clasica: pueden actuar
como metabolitos primarios (siendo aprovechados como nutrientes para herbivoros) y/o como
reguladores de crecimiento vegetal (regulan el crecimiento, desarrollo y las respuestas de
defensa vegetal) (Figura 1) (Erb y Kliebenstein, 2020). La mayor parte de estos compuestos
estan presentes a menudo en muy bajas concentraciones en la planta (menos del 1% del peso
seco), cantidades que dependen en gran medida de la etapa fisiolégica y del desarrollo en que
se encuentre la planta, asi como de las condiciones ambientales; ademas, se sabe que a pesar de
que muchos compuestos y clases de compuestos son ampliamente expresados en diferentes
phyla vegetales, cada planta tiene su ‘set’ caracteristico de compuestos, esto es, los metabolitos
secundarios son especie-especificos (lo que implica la posibilidad de una quimiotaxonomia).
Las estimaciones actuales de su niimero oscilan entre 5, 000 y decenas de miles (Oksman-

Caldentey and Inze, 2004; Kessler y Kalske, 2018; Fang et al, 2019; Erb y Kliebenstein, 2020).

Por siglos, los metabolitos secundarios han sido de gran interés para el ser humano debido a su
valor nutricional, a sus aplicaciones industriales (sabores, fragancias, tintes, colorantes e
insecticidas, entre otros) y, sobre todo, a sus importantes actividades bioldgicas para el ser
humano (Oksman-Caldentey e Inze, 2004; Wilson y Roberts, 2012; Yue et al, 2016; Marchev et
al, 2020). Como resultado de su actividad farmacolégica, estas moléculas son utiles para el
tratamiento de enfermedades humanas, por lo que no es de sorprender su empleo como
poderosos medicamentos a lo largo de la historia (Kolewe et al, 2008; Yue et al, 2016; Kessler
y Kalske, 2018). Mas del 30% de nuestros farmacos tienen su principio en extractos de plantas

o sus derivados (Fang et al, 2019).

Ademas de la baja o total ausencia de toxicidad y el amplio espectro de actividad, otra ventaja
importante de los farmacos derivados de plantas es el ‘parecido con metabolitos’: los productos

naturales no sélo son biolégicamente activos, sino que ademas son sustratos



preferidos de sistemas de transporte celular que normalmente distribuyen moléculas a su sitio
de actividad intracelular (Marchev et al,, 2020). Por esta razén, una cuarta parte de todos los
medicamentos actualmente aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (FDA) y/o la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) son obtenidos
directamente de las plantas (Isah, 2019; Marchev et al, 2020).

Tradicionalmente, estos compuestos quimicos son obtenidos de plantas cultivadas
naturalmente. No obstante, problemas asociados con restricciones ambientales y/o regionales
o bien el hecho de que algunas plantas estan en peligro de extincién debido a su excesiva
cosecha, han limitado en gran medida su produccién comercial (Yue et al, 2016; Isah, 2019).
Por otro lado, la sintesis quimica de estos compuestos ha sido exitosa Unicamente para
moléculas cuya estructura quimica no es compleja o cuyos costos de sintesis quimica son
rentables. Distinto, la aplicacién de técnicas biotecnoldgicas referentes al cultivo de tejidos y
células vegetales in vitro ha facilitado la obtencién de algunos de estos metabolitos (Oksman-
Caldentey e Inze, 2004; Wilson y Roberts, 2012; Yue et al, 2016; Isah, 2019; Marchev et al,
2020).

El cultivo de tejidos y células vegetales en medios semisoélidos y liquidos representa un sistema
modelo alternativo para fines biotecnoldgicos, pero también de investigacion basica. Estos
sistemas de cultivo in vitro son una tecnologia viable para la produccién de metabolitos
secundarios, aun a pesar de los bajos rendimientos de produccién (en la gran mayoria de los
casos), situacion que ha sido determinante para su sintesis a gran escala (Yue et al, 2016;
Marchev et al, 2020). Con miras a incrementar los rendimientos de produccién, se han
practicado diferentes estrategias. Por ejemplo, mediante variaciones en la composicion del
medio de cultivo, la seleccién de lineas altamente productoras, asi como la optimizacién de
parametros fisicos (luz, temperatura, pH, agitacién, aireacidn, etc.). Por otro lado,
procedimientos como el tratamiento de los cultivos con elicitadores o inductores tales como
metil jasmonato, acido salicilico, quitosano, metales pesados; la adicion de precursores
biosintéticos o la permeabilizacién e inmovilizacion de células también han sido empleados
(Dornenburg y Knorr 1995; Kolewe et al, 2008; Wilson y Roberts, 2012; Murthy et al, 2014;
Yue et al,, 2016; Isah, 2019; Marchev et al,, 2020). En algunos casos, técnicas moleculares como
la ingenieria metabdlica han sido aplicadas para aumentar las actividades celulares, mediante

la manipulaciéon de enzimas biosintéticas reguladoras (Murthy et al, 2014; Marchev



et al, 2020). No obstante, su empleo ha sido limitado debido a la falta de informacion
completamente definida concerniente a genes involucrados en las rutas biosintéticas y a su
regulacion para la mayoria de las especies vegetales (Wilson y Roberts, 2012). Recientemente,
la integracion de sistemas in vitro vegetales con tecnologias ‘omicas’ (tales como la genémica,
protedmica, trascriptomica y metabolémica) han permitido explorar la diversidad del
metabolismo vegetal, asi como los mecanismos moleculares subyacentes por los cuales las
células vegetales controlan su propia composicidn quimica en respuesta a estimulos
ambientales. Esto podria orientar a la optimizacién de bioprocesos para la obtencién de
metabolitos secundarios a nivel laboratorio o a nivel industrial (Fang et al, 2019; Marchev et

al, 2020).

Buddleja cordata Kunth (Scrophulariaceae, anteriormente Lamiaceae), cominmente conocida
como ‘tepozan’, es un arbol ampliamente distribuido en México, con una vasta densidad
poblacional en las sierras centrales mexicanas (Aguilar-Rodriguez et al, 2006). Sus hojas,
corteza y raices han sido muy empleadas por la medicina tradicional contra heridas o
enfermedades de la piel, infecciones gastrointestinales, trastornos del higado, hemorragias
nasales, calambres musculares, reumatismo, dolores de cabeza, como diurético y para
tratamientos del rifién (Martinez, 1989). Sus propiedades terapéuticas han sido atribuidas a los
compuestos mayoritarios pertenecientes a la ruta de los metabolitos secundarios de tipo
fenilpropanoide, los cuales han sido aislados de las partes aéreas de la planta. Esos
fenilpropanoides incluyen al verbascésido, la linarina y a los acidos hidroxicinamicos: p-
cumarico, caféico, ferulico y sindpico (Estrada-Zuiiiga et al, 2009).

Entre las diversas actividades bioldgicas y farmacéuticas que se le han reportado al metabolito
verbascosido se incluyen actividad antioxidante, antimicrobiana, antibacterial, antiviral, neuro-
, hepato- y hematoprotectora; actividad sedativa,citotdéxica, inmunomodulatoria,
inmunosupresiva, antihipertensiva y analgésica, entre otras (referencias en: Ghisalberti, 1994;
Heetal, 2011, Alipieva et al, 2014). La sintesis quimica del compuesto ha sido lograda, aunque
implica diversas series de reacciones y su produccién no resulta costeable (Kawada et al,
1999); por otra parte, a pesar de los avances durante los altimos afios, su ruta de biosintesis no
ha sido completamente dilucidada (Zhou et al, 2020).

Como parte de la solucién a la gran demanda de este importante metabolito, y con el propdsito
de evitar la extenuacion de los recursos naturales, se han establecido cultivos de callo y en
suspension de diversas especies vegetales, entre ellas B. cordata (Estrada-Zuiiga et al., 2009).

Sin embargo, las concentraciones de producto obtenidas hasta la fecha no son



suficientes para satisfacer las necesidades farmacoldgicas e industriales de dicho compuesto.
Por ello, en este trabajo se plante6 como primera estrategia incrementar la producciéon de
verbascosido mediante la elicitacion, por un lado, de cultivos en suspensién de B. cordata con
metil jasmonato y, por otro, alimentando los cultivos con L-fenilalanina como precursor. Como
segunda estrategia, se exploro la identificacidn y clonacion de algunas enzimas clave implicadas
en la ruta biosintética de los fenilpropanoides, las cuales podrian estar involucradas en la
sintesis de verbascdsido (en principio mediante el uso de inhibidores enzimaticos). Finalizando
con el andlisis de los perfiles metabolémicos generados por los cultivos tratados con metil

jasmonato, L-fenilalanina e inhibidores.



II. ANTECEDENTES

2.1 Metabolismo vegetal especializado

Se estima que en la Tierra habitan aproximadamente 400, 000 especies de plantas vasculares,
las cuales son fuente de cientos de miles de productos metabdlicos, cuya estructura, funcién y
utilidad se ha estudiado solo parcialmente. A diferencia de otros organismos, las plantas y los
hongos exhiben una gran diversidad metabdlica: en la literatura se menciona que el Reino
vegetal produce entre 200, 000 y 1 mill6n de metabolitos (Kessler y Kalske, 2018; Fang et al.,
2019; Wang et al,, 2019b).

Desde que las plantas terrestres aparecieron, en el Periodo Devoénico (las primeras plantas
surgieron hace aproximadamente 420 millones de afios en el Silurico, pero se hicieron mas
comunes en el Devonico, hace 416-359 millones de afios), tuvieron que lidiar con organismos
que trataban de alimentarse con ellas (herbivoros) y con microorganismos infecciosos
(bacterias y hongos). A pesar de la obviedad, es importante sefialar que las plantas no pueden
huir cuando son desafiadas por un herbivoro ni poseen un sistema inmune complejo para
combatir infecciones (Wink, 2008, 2020). En cambio, al igual que otros organismos sésiles, las
plantas evolucionaron la producciéon de metabolitos especializados (metabolitos secundarios)
como mecanismo adaptativo para ajustarse a los constantes cambios en sus condiciones de
crecimiento (Wink, 2008; Kliebenstein y Osbourn, 2012; Isah, 2019).

En la gran mayoria de las especies vegetales, el metabolismo primario central es muy similar al
de las especies no-vegetales. Sin embargo, los hongos y las plantas tienen la capacidad adicional
de sintetizar un amplio catadlogo de compuestos especializados, los cuales constituyen el grueso
de sus metabolomas (Wang et al,, 2019b). Y ha sido precisamente este arsenal de compuestos
el que ha provisto a estos organismos sésiles con las herramientas necesarias para combatir los
factores bidticos y abioticos que deben enfrentar a lo largo de su vida, y que finalmente son
vitales para su adaptacion y desarrollo, incrementando su ‘fitness’ (1a selecciéon natural favorece
a los individuos que tienen mayor fitness) (Kessler y Kalske, 2018; Fang et al, 2019; Wang et
al, 2019b).



2.1.1 Metabolismo secundario

Sélo recientemente han sido reconocidos los roles que juegan los metabolitos secundarios,
tanto en las propias plantas como a nivel ecolégico. A principios del siglo XX se consideraba a
los metabolitos secundarios como productos de destoxificacién o de desecho del metabolismo
primario sin aparente utilidad, o con alguna, pero sélo de forma incidental (Wink, 2008; Kessler
y Kalske, 2018). Posteriormente, se pensdé que no estaban directamente implicados en la
generaciéon de energia, crecimiento y desarrollo u otras funciones primarias de las plantas
(Yang et al, 2012). Actualmente, una gran cantidad de estudios moleculares, funcionales y
ecolégicos han demostrado que en realidad los metabolitos secundarios son fundamentales
para el desarrollo de la vida de las plantas en la Tierra, pero también son indispensables para
la existencia de la biosfera terrestre, influyendo en la dinamica y resultado de los procesos
ecolégicos y evolutivos: que forman parte de diversos procesos importantes en diferentes
niveles ecoldgicos, desde el nivel celular y de organismo hasta el nivel de poblacién y de
comunidad (Korkina, 2007; Wink, 2008; Isah, 2019; Erb y Kliebenstein, 2020; Scossa y Fernie,
2020).

Por mencionar algunos ejemplos:

Planta-ambiente
- Facultan a las plantas ante presiones de naturaleza abiodtica (ver Ramakrishna y
Ravishankar, 2011; Kessler y Kalske 2018).
Por ejemplo:
Temperatura: calor, frio (escarcha, heladas)

Salinidad: sal

Agua: humedad, sequia, inundaciones
Radiacion: luz visible, radiacion UV, radiacion ionizante
Estrés quimico: nutrientes, minerales, gases toxicos, contaminantes

(metales pesados, pesticidas, herbicidas y aerosoles)

Estrés mecanico: viento, movimiento del suelo, hundimiento.
- Son fundamentales en los procesos y composicion del suelo (por ejemplo, en la
descomposicidn y reciclaje de materia organica) (ver Cheynier et al, 2013; Chomel et

al, 2016).



- Afectan la composicion atmosférica (por ejemplo, las plantas de ambientes marinos y
terrestres liberan compuestos organicos volatiles a la atmoésfera) (ver Maffei et al,

2011).

In planta
- Desempeifian funciones regulatorias (por ejemplo, regulan el crecimiento, desarrollo y
las respuestas de defensa vegetal) (ver Maffei et al, 2011; Erb y Kliebenstein, 2020).
- Estdn implicados en importantes procesos fisiolégicos (por ejemplo, en la fotosintesis,
en el transporte de agua y nutrientes, en la regulacidon del potencial redox y en la
actividad antioxidante) (ver Maffei et al, 2011; Le Roy et al, 2016; Tetali, 2019, Wink,
2020).
- Son importantes en la composicidn celular (por ejemplo, estan relacionados con la
estructura membranal de los tilacoides y la integridad de las paredes celulares) (ver
Maffei et al, 2011; Le Roy et al, 2016; Tetali, 2019).
- Fungen como reservorio de nutrientes (por ejemplo, como compuestos de
almacenamiento de nitrégeno) (ver Wink 2008, 2020).
- Confieren propiedades organolépticas (por ejemplo, determinan el aroma, color, sabor
de frutos y vegetales, asi como el color y la fragancia de las flores) (ver Maffei et al, 2011;

Grotewold, 2006; Pott et al, 2019).

Planta-planta
- Influyen en la competencia intra- e interespecifica entre plantas (por ejemplo,
controlan los mecanismos de alelopatia [fenémeno biolégico por el cual un organismo
produce uno o mas compuestos quimicos que afectan el crecimiento, supervivencia o
reproduccidn de otros organismos]) (ver Chomel et al,, 2016, Wink, 2020).
- Actian como sefiales de comunicacion entre plantas (por ejemplo, alertando a las
plantas vecinas de la presencia de herbivoros) (ver Heil y Karban 2010; Maffei et al,

2011; Tetali, 2019).

Planta-microorganismos/insectos/mamiferos
- Median las interacciones con organismos antagonistas (por ejemplo, herbivoros y
patogenos tales como insectos, hongos, bacterias, micoplasmas y virus) (ver Kessler y

Kalske 2018 y Scossa y Fernie 2020).



- Concilian las interacciones con organismos mutualistas (por ejemplo, hongos
micorrizicos arbusculares, protistas, bacterias del género Rhizobium 'y
depredadores/parasitos de herbivoros) (ver Cheynier et al, 2013; Kessler y Kalske
2018; Korenblum y Aharoni, 2019; Xiong et al, 2020).

- Son importantes para atraer o disuadir a polinizadores y dispersores de semillas (por
ejemplo, su presencia en los nectarios florales favorece el proceso de polinizacién y/o
para proteger a los polinizadores; emiten olores que indican a los mamiferos [asi como
a ciertas aves y murciélagos] si un fruto estad o no maduro) (ver Maffei et al, 2011;
Stevenson et al.,, 2017; Wink, 2020).

- Actian como precursores de metabolitos primarios (por ejemplo, son fuente de

nutrientes para herbivoros) (ver Erb y Kliebenstein, 2020).

Planta-Hombre
- Son una fuente de nutrientes y nutracéuticos (por ejemplo, algunos compuestos
ademas de aportar valor nutricional a los frutos y vegetales, poseen propiedades
bioactivas) (ver Pott et al, 2019).
- Actiian como ingredientes prebidticos (por ejemplo, ademas de mejorar la
actividad y composicion de la microbiota gastrointestinal, la asimilacién de lignanos por
microorganismos ‘probidticos’ genera metabolitos valiosos para la prevenciéon y
tratamiento de enfermedades crénicas, como cancer, esclerosis multiple remitente-
recurrente y afecciones cardiovasculares) (ver De Silva y Alcorn, 2019; Cady et al,
2020).
- Son empleados para la prevencion y tratamiento de diversos padecimientos,
infecciones y enfermedades (por ejemplo, son la base de la medicina tradicional en
diversas culturas, ademas de ser la principal fuente de faArmacos de la medicina al6pata)
(verIsah, 2019; Marchev et al, 2020).
- El potencial antioxidante de estos compuestos ha recibido mucha atencién, dado
que el incremento en los niveles de estrés oxidativo ha sido identificado como el
principal factor en la etiologia, desarrollo y progresion de enfermedades
potencialmente mortales (incluyendo aquellas relacionadas con el envejecimiento) (ver
Kasote et al,, 2015; Forni et al, 2019).
- Ejercen efectos en el cerebro (por ejemplo, los compuestos psicodélicos

[alucin6genos como dimetiltriptamina ‘DMT’, mescalina y psilocibina] producen



experiencias misticas, generan cambios en la cognicion y pueden alterar el
comportamiento humano. Las areas de psiquiatria y neurociencia han planteado su
potencial uso para el tratamiento de adicciones y desérdenes psiquiatricos como

depresidn y ansiedad) (ver Kyzar et al, 2017; Johnson et al,, 2019).

Algunas de las mencionadas actividades de los metabolitos secundarios complican en cierto
grado delimitar su diferencia funcional con la de los metabolitos primarios y la de los
reguladores de crecimiento vegetal (Figura 1) (Erb y Kliebenstein, 2020). Sin embargo, los
metabolitos secundarios -como grupo- mantienen algunas caracteristicas distintivas: son
compuestos organicos de bajo peso molecular con una enorme diversidad quimica y la gran
mayoria posee una estructura compleja y Unica (Scossa y Fernie 2020). Aunque algunos de
estos compuestos se producen en forma constitutiva, lo mas comun es que su sintesis sea
inducida en condiciones de estrés por factores bidticos y abidticos. Su produccion
frecuentemente es baja (menos del 1% del peso seco) (Oksman-Caldentey e Inzé, 2004; Wink
2008). Los metabolitos solubles en agua usualmente son almacenados dentro de las vacuolas
celulares, frecuentemente en las células epidérmicas, mientras que los compuestos lipofilicos
mas bien son secretados dentro de células oleosas, laticiferas, tricomas, células muertas o se

almacenan en la cuticula (Wink, 2020).

La relacién de los metabolitos secundarios con el ambiente bidtico confiere una presién
evolutiva sobre las plantas para crear nuevos metabolitos secundarios, la mayoria de los cuales
son especie-especificos. Como regla, un grupo particular de metabolitos secundarios
predomina dentro de un taxén determinado (Oksman-Caldentey e Inzé, 2004; Korkina, 2007;
Wink, 2008; Kliebenstein y Osbourn, 2012).

En conjunto, el patrén de produccién espacial y temporal de metabolitos secundarios en una
planta es complejo: exhiben una marcada variacién cualitativa y cuantitativa entre tejidos y
organos. Regularmente, las diferencias se aprecian entre las distintas etapas fisioldgicas y del
desarrollo en que se encuentre la planta (por ejemplo, 6rganos importantes para la
supervivencia y la reproduccién tienen mayor cantidad y mas potentes compuestos), entre
individuos de una misma especie (lo cual puede deberse a variaciones genéticas y ambientales)
y también entre poblaciones de especies y phyla diferentes. En algunas ocasiones son
empleados como caracteristica taxondémica para la clasificacion de plantas (Oksman-Caldentey

e Inzé, 2004; Wink, 2008 y 2020; Scossa y Fernie 2020).
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En las plantas superiores, el metabolismo primario y el metabolismo secundario estan
estrechamente relacionados. A menudo los metabolitos secundarios pueden ser fabricados a
partir de modificaciones en las rutas biosintéticas del metabolismo primario (central), o bien
pueden ser sintetizados a partir de precursores provenientes del metabolismo primario (por
ejemplo, aminodacidos, carbohidratos, acidos grasos o acetil-CoA) (Korkina, 2007; Kabera et al,

2014).

Las rutas biosintéticas basicas del metabolismo central (por ejemplo, glicélisis, ciclo de Krebs y
la ruta del shikimato) se encuentran muy conservadas en el reino vegetal: es posible encontrar
la mayor parte de los metabolitos primarios practicamente en cualquier tipo celular, de hecho,
la cantidad y estructura de los metabolitos primarios estd ampliamente conservada en todo el
arbol de la vida (Wang et al, 2019b; Scossa y Fernie, 2020). La conservacion de este ntcleo
metabolico central condujo a la aparicién de un limitado nimero de esqueletos metabdlicos (de
carbono) fundamentales; en las plantas hay muchos ejemplos de estas estructuras centrales:
compuestos nitrogenados, fenilpropanoides, bencenoides, flavonoides y terpenos. Es
precisamente en la modificacion de estos armazones quimicos (la naturaleza, cantidad y
posicion de estas modificaciones) en donde radica la complejidad estructural de los metabolitos
secundarios (Korkina, 2007; Wink, 2008; Wang et al, 2019b). Entre las modificaciones mas
comunes se incluyen las reacciones catalizadas por ‘enzimas de confeccion’: glicosilacion,
acilaciéon, metilacion, hidroxilacién, oxidacién, fosforilacién y prenilacién, asi como
modificaciones raras tales como la adicion de shikimato o quinol (Korkina, 2007; Wang et al.,

2019b).

Los recientes avances tecnolégicos en genémica, transcriptémica y metabolémica han facilitado
el poder identificar genes involucrados en las rutas de biosintesis de los metabolitos
secundarios (a los cuales se los encuentra agrupados en ‘clusters biosintéticos’) ademas de los
mecanismos que han guiado su evolucion (Kessler y Kalske, 2018; Fang et al, 2019; Wang et al.,
2019b; Scossa y Fernie, 2020). Mientras que en la evolucion del metabolismo primario
predominaron eventos de endosimbiosis, se considera a la duplicacién de genes (considerando
el destino de los pardlogos resultantes, incluyendo su pérdida) asi como a la
neofuncionalizacién (proceso que implica que el gen original conserva su funcién ancestral,
mientras que una nueva funcién emerge para uno de sus paralogos derivados, la cual puede ser

conservada en el genoma debido a una seleccion positiva [ocurre cuando una mutacién es
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ventajosa, esto es, que incrementa el ‘fitness’ del organismo]) como los principales motores en
la diversificacion del metabolismo secundario (Fang et al, 2019; Wang et al, 2019b; Scossa y

Fernie, 2020).

La duplicacion de genes es mucho mas comun en plantas que en otras especies (probablemente
debido a su naturaleza sésil y sobre todo a que las especies vegetales deben ser
extremadamente adaptables a su ambiente (Fang et al, 2019). Con frecuencia, dentro de los
genomas vegetales los genes duplicados se encuentran como repeticiones en tdndem, las cuales
conforman los ‘clusters biosintéticos’ (Wang et al, 2019b).

Muchos de los denominados ‘genes rubrica’, los cuales catalizan la formacién de los esqueletos
basicos de los metabolitos especializados, evolucionaron directa- o indirectamente de genes del
metabolismo primario mediante eventos de duplicacion de genes y neofuncionalizaciéon.
Subsecuentemente, se ha propuesto que los ‘clusters biosintéticos’ se consolidaron mediante el
reclutamiento de genes codificantes de ‘enzimas de confeccién’ (incluyendo
glicosiltransferasas, metiltransferasas y aciltransferasas, las cuales modifican los esqueletos

basicos de los metabolitos especializados) (Wang et al, 2019b; Scossa y Fernie, 2020).

2.1.1.1 Clasificacion de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son clasificados normalmente con base en su origen biosintético.
Generalmente se consideran tres grandes familias (Bourgaud et al,, 2001; Hussain et al,, 2012;

Kabera et al, 2014; Dziggel et al,, 2017):

Terpenoides
- Compuestos que contienen nitrégeno

- Compuestos fenolicos

2.1.1.1.1 Terpenoides

También conocidos como terpenos o isoprenoides, son ubicuos en la naturaleza y son
componentes esenciales de todas las células y organismos multicelulares, incluyendo a las

bacterias, arqueas, protistas y eucariotas (Tetali, 2019). Hasta la fecha han sido identificados
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decenas de miles de este grupo de compuestos, la mayoria de los cuales se encuentra en
organismos pertenecientes al reino vegetal, siendo el grupo més extenso de metabolitos
especializados, con mas de 50, 000 compuestos conocidos. Se los encuentra en practicamente
todas las plantas superiores, su produccién normalmente ocurre en tejidos vegetativos, flores
y, ocasionalmente, en raices (Yazaki et al, 2017; Tetali, 2019).

Los terpenos son sintetizados a partir de unidades de cinco carbonos: el ‘isopreno’ (2-
metilbuta-1,3-dieno [CsHg]). Durante su formacién, unidades de isopreno son unidas una por
una en forma de ‘cabeza y cola’. La enzima terpeno sintasa (TPS) cataliza la adicién de las
unidades isopreno segin sean requeridas; posteriormente, la estructura resultante es
modificada mediante reacciones de hidroxilacién, deshidrogenacién, acilacion, oxidacién o
glicosilacidn, catalizadas por ‘enzimas de confeccion’, que generan una gran diversidad quimica
de terpenos (Kabera et al, 2014; Yazaki et al, 2017). Este grupo diverso de compuestos es, a su
vez, sub-agrupado con base en la cantidad de unidades isopreno en sus esqueletos: hemi- (Cs),
mono- (Cio), sesqui- (Cis), di- (C20), sester- (Czs), tri- (C3o), tetra- (Cso, carotenoides) y poli-
terpenoides (Cs40) (Yazaki et al, 2017; Tetali, 2019: Belcher et al, 2020).

Todos los terpenos son producidos a partir de los precursores dimetil-alil difosfato (DMAPP) y
su isdémero isopentenil difosfato (IPP), los cuales son sintetizados por ruta del mevalonato
(MVA) en el citosol, o a partir de la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) (por la conocida como
via independiente del mevalonato o ruta del metileritritol fosfato (MEP, 2-C-metil-D-eritritol 4-
fosfato)) en los cloroplastos. Aunque algunos terpenos son sintetizados preferentemente por
alguna de las dos vias (por ejemplo, los hemi-, mono-, di- y triterpenos son sintetizados
principalmente por la via MEP), se ha descrito el intercambio y/o cooperacién entre estas dos

rutas (Maffei et al, 2011; Tetali, 2019; Belcher et al, 2020).

Los terpenos intervienen tanto en el metabolismo primario como en el metabolismo secundario
de las células. Aquellos clasificados como pertenecientes al metabolismo primario son
esenciales para la realizacion de funciones celulares basicas: por ejemplo, el grupo prenilo de
las quinonas (ubiquinona y plastoquinona, son importantes en la cadena de transporte de
electrones), pigmentos fotosintéticos (cadenas laterales de fitol en pigmentos como clorofilas y
carotenoides), esteroides (la mayoria de los cuales son responsables de la estabilidad de las
membranas) y proteinas preniladas (la prenilacién de proteinas es un tipo de modificacion

post-traduccional que facilita su asociaciéon con las membranas celulares (Maffei et al, 2011;
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Yazaki et al, 2017; Tetali, 2019). Los terpenos que desempeiian roles en respuesta a factores
bidticos y abiodticos son clasificados como parte del metabolismo secundario. Adicionalmente,
algunos reguladores del crecimiento vegetal pertenecen a esta clase de compuestos
(giberelinas, acido abscisico, brasinoesteroides) (Tetali, 2019) ver Tabla 2.

La importancia biolégica y ecolégica de muchos de estos compuestos no siempre es
comprendida, aunque algunos de ellos son reconocidos por su importancia en la supervivencia,
crecimiento y desarrollo y en la polinizacién y en la proteccién contra herbivoros y patégenos,
entre posiblemente muchas otras funciones desconocidas (Kabera et al, 2014; Yazaki et al,

2017; Tetali, 2019).

Los terpenos superiores (poli-terpenos) generalmente se encuentran en la naturaleza como
compuestos no-volatiles y estan, directa o indirectamente, relacionados con importantes
procesos celulares. Los terpenos volatiles son representados por compuestos miembros de los
hemiterpenos, los monoterpenos y los sesquiterpenos, los cuales son los principales
constituyentes del volatiloma, ademas de ser los componentes mas abundantes de los aceites
esenciales (volatiles) de las plantas (Maffey et al, 2011; Yazaki et al, 2017; Tetali, 2019). Los
terpenos volatiles desempefian importantes roles fisiol6gicos: participan en la sefializacion
involucrada en la comunicacién planta-planta, actian como moléculas seiial, atraen
polinizadores y dispersores de semillas, repelen depredadores y otros organismos que ponen
en riesgo la integridad de las plantas y modifican la composicién atmosférica. Al igual que
muchos otros metabolitos secundarios, poseen diversas actividades bioldgicas, las cuales han
sido ampliamente aprovechadas para la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades

(Maffey et al, 2011; Kabera et al,, 2014; Yazaki et al, 2017; Tetali, 2019).

Muchos de estos compuestos son usados para fabricar cosméticos, perfumes y aceites
esenciales, al igual que en productos alimenticios, nutracéuticos y bebidas (como vitamina A, E,
K, coenzima Q10 y compuestos antioxidantes), para el tratamiento contra malaria, infecciones
bacterianas, fingicas y virales, afecciones cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, obesidad,
cancer y otros padecimientos relacionados con el envejecimiento. Ademas, son una fuente de
biocombustibles liquidos y productos de hule. Por otro lado, los compuestos volatiles y aceites
esenciales son empleados (por ejemplo, en aromaterapia) debido a su actividad antimicrobiana,
antinflamatoria, broncodilatadora, expectorante, anticonvulsiva, analgésica y espasmolitica

(Maffey et al, 2011; Tetali, 2019; Belcher et al, 2020).
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2.1.1.1.2 Compuestos que contienen nitrégeno: alcaloides

Dentro del grupo de los compuestos organicos que contienen nitrégeno, los alcaloides son la
clase mas abundante. En este grupo también se encuentran: aminodcidos no-protéicos,
glucosinolatos, glucésidos cianogénicos, aminas y diversos péptidos (lectinas, inhibidores de

proteasas y péptidos antimicrobianos) (Wink, 2020).

Los alcaloides contienen uno o muchos 4tomos de nitrégeno, principalmente en los anillos que
conforman sus estructuras, aunque también pueden estar en las cadenas laterales o en
cualquier grupo funcional que contenga nitrégeno (Kukula-Koch y Widelski, 2017; Wink, 2020).
Adicional al carbono, hidrégeno y nitrégeno, también pueden contener oxigeno, azufre y,

raramente, otros elementos como cloro, bromo y fésforo (Kabera et al, 2014).

Aligual que los terpenos, los alcaloides son producidos por una amplia variedad de organismos,
tales como bacterias, hongos, animales marinos, mamiferos (incluyendo a los humanos), algas
y principalmente plantas, que los sintetizan de forma ubicua (Kabera et al,, 2014; Kukula-Koch

y Widelski, 2017; Wink, 2020).

Los alcaloides pueden ser clasificados en términos de su estructura quimica, actividad
bioldgica, de su ruta biosintética, asi como si se presentan o no en forma heterociclica (Kukula-
Koch y Widelski, 2017; Wink, 2020). Los alcaloides heterociclicos contiene a los compuestos
mas diversos y farmacolégicamente activos, los cuales se sabe ejercen diversas actividades
biolégicas, incluso en muy bajas concentraciones (Kukula-Koch y Widelski, 2017). Su
biosintesis inicia a partir de algunos aminoacidos y con frecuencia son formados después de un
proceso de descarboxilaciéon. Se han identificado seis grupos principales de alcaloides
dependiendo del aminoacido de origen: fenilalanina/tirosina (alcaloides isoquinolina),
triptéfano (alcaloides indol, indol monoterpeno y quinolina), lisina (alcaloides piridina,
piperidina y quinolizidina), ornitina/arginina (alcaloides tropanicos y pirrolizidina), histidina
(pilocarpina) y glicina/acido aspartico (alcaloides purina) (Kukula-Koch y Widelski, 2017;
Wink, 2020).

Otros alcaloides incluyen a (Kukula-Koch y Widelski, 2017; Wink, 2020):
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- Alcaloides derivados de terpenos. Derivan de una molécula de isopreno, pueden
ser divididos en tres grupos: alcaloides mono-, di- y tri-terpeno. Los alcaloides
diterpeno son el grupo mas abundante y contienen estructuras de gran interés médico
tales como aconitina, paclitaxel (taxol) y delfinina.

- Alcaloides esteroidales. Son biosintetizados por la inclusién de uno o dos

atomos de nitrégeno dentro de una molécula esteroide previamente formada.

Los alcaloides no-heterociclicos derivan de aminoacidos o de aminas biogénicas. La efedrina y

la capsaicina son metabolitos representativos de este grupo (Kukula-Koch y Widelski, 2017).

Muchos alcaloides son toxicos, algunos actiian como neurotoxinas (frecuentemente simulan la
estructura de neurotransmisores tales como la acetilcolina, noradrenalina, adrenalina,
serotonina, dopamina o endorfinas), otros son citotoxicos, interfieren con la integridad de las
biomembranas, microtibulos, filamentos de actina, ADN, ARN y enzimas reguladoras del ciclo
celular (Kabera et al, 2014; Kukula-Koch y Widelski, 2017; Wink, 2020). Desde un punto de
vista ecoldgico, las plantas ocupan estos compuestos para defenderse contra herbivoros y otros
organismos, pero también participan en el proceso de polinizacion (dando exclusividad a pocos
polinizadores para recolectar el néctar de especies particulares). La diversidad en la estructura
quimica de los alcaloides afecta directamente a la variedad de actividades bioldgicas, las cuales
han sido aprovechadas para el tratamiento de diferentes enfermedades (Kukula-Koch y

Widelski, 2017; Wink, 2020).

Algunos de estos compuestos son usados como complementos alimenticios y compuestos
nutracéuticos (cafeina, teobromina, teofilina), anestésicos locales (aconitina, atropina,
escopolamina, cocaina), narcéticos (atropina, morfina, codeina, heroina, cocaina), analgésicos
(cafeina, quinina, morfina, cocaina, codeina), estimulantes respiratorios (efedrina, berberina,
nicotina, lobelina), vasoconstrictores (efedrina, escopolamina, nicotina), agentes
quimioterapéuticos (vincristina, vinblastina, camptotecina, paclitaxel), con actividad
antiparasitica y antibiotica (piperina, evonina, berberina, quinina), actividad antiinflamatoria
(berberina, sanguinarina, colchicina), entre otras. Finalmente, el consumo de alcaloides como
narcoéticos y alucindgenos representa uno de los principales problemas sociales (Kukula-Koch

y Widelski, 2017; Wink, 2020).

16



2.1.1.1.3 Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos (fenoles) son los metabolitos secundarios mas numerosos y con
mayor distribucién en el reino vegetal (los fendlicos de bajo peso molecular son universales en
las plantas superiores, aunque el tipo de compuestos presente varie dependiendo del phylum
en estudio). Su sintesis es poco comun en bacterias, hongos y algas (Cheynier et al, 2013). Se
caracterizan por contener al menos un anillo aromatico (Cs, fenélico) en su estructura quimica,
con por lo menos un grupo hidroxilo unido; sus estructuras pueden variar desde moléculas
simples a complejos polimeros con alto peso molecular. El término ‘polifenoles’ se emplea para
definir a aquellos compuestos con mas de un anillo fendlico (Cheynier et al, 2013; Durazzo et

al, 2019).

El grupo de los compuestos fenolicos abarca una gran coleccién de sustancias con una
diversidad estructural extremadamente amplia: hasta la fecha han sido identificadas decenas
de miles de estructuras y el nimero va en aumento (Cheynier et al, 2013). Su clasificacién ha
sido un tema controversial. Por ejemplo, pueden ser clasificados con base en sus estructuras
basicas: Ce¢ (fenoles simples, benzoquinonas), Cs-C1 (acidos fendlicos (hidroxibenzoicos) y
aldehidos), Cs-C2 (acetofenonas, acidos fenilacéticos), Cs-C3 (acidos hidroxicindmicos, acidos
fendlicos, ‘fenilpropanoides’), Cs-Cs4 (naftoquinonas), Cs-C1-Cs (xantonas), Cs-C2-Cs (estilbenos,
antraquinonas), Cs-C3-C¢ (flavonoides, isoflavonoides, neoflavonoides), (Ce¢-C3-Ce)23 (bi-,
triflavonoides, proantocianidinas diméricas y triméricas), (Cs-C3)2 (lignanos, neolignanos), (Ce-
C3)n (ligninas), (Ce)n (catecol melaninas, florotaninos), (Cs-C3-Cs)n (taninos condensados)
(Cheynier et al, 2013; Kabera et al,, 2014). En cambio, la clasificacién mas aceptada implica la
subdivision de los compuestos fendlicos en dos grandes grupos: polifenoles flavonoides y
polifenoles no-flavonoides (Kabera et al, 2014; Durazzo et al, 2019). Los polifenoles no-
flavonoides incluyen: acidos fenélicos o fenolcarboxilicos (derivados del acido benzdico y del
acido cinamico, ‘fenilpropanoides’), curcuminoides, cumarinas, cromonas, xantonas, estilbenos,
lignanos y taninos. Por otro lado, los polifenoles flavonoides (el grupo mas amplio de
polifenoles) incluyen: antocianidinas, flavanoles, flavanonas, flavonoles, flavonas e isoflavonas
(Kabera et al, 2014; Durazzo et al, 2019).

Los compuestos fendlicos tienen su origen biosintético en la ruta del
shikimato/fenilpropanoide, la cual directamente genera fenilpropanoides (Figura 2), o bien en
la ruta acetato/malonato (policétido) (Cheynier et al, 2013). Aunque algunos compuestos

pueden ser generados por vias alternas, por ejemplo, los acidos fendlicos pueden ser
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subproductos de la ruta del monolignol (biosintesis de lignanos y lignina) o bien pueden surgir
como resultado de la ruptura de polimeros de las paredes celulares como la lignina (Kumar y
Goel, 2019). Posteriormente, los fenilpropanoides y otros compuestos fendlicos derivados
pueden sufrir modificaciones quimicas fundamentales como metilacién, acilacién y
glicosilacién. En la naturaleza también se los puede encontrar conjugados con otros
compuestos de origen natural, como flavonoides, alcoholes, amidas, acidos grasos, esteroles y
azucares (Cheynier et al, 2013; Kabera et al, 2014; Kumar y Goel, 2019). Estas modificaciones
les confieren propiedades fisicoquimicas distintas a las de los compuestos ‘nativos’, por
ejemplo: cambio de polaridad, volatilidad, estabilidad quimica dentro de las células, pero
también en solucidn, la capacidad para interactuar con otros compuestos, asi como su actividad

biolégica (Cheynier et al, 2013).

A nivel de organismo los compuestos fenélicos influyen en procesos fisiol6gicos esenciales para
las plantas: regulacion transcripcional, transduccién de sefiales, sintesis de proteinas, actividad
enzimatica, permeabilidad de las membranas celulares, estructura de la pared celular,
induccién o inhibicién de reacciones oxidativas, regulacion de los flujos de respiracion y
fotosintesis, reduccion de especies reactivas de oxigeno (actividad antioxidante), absorciéon de
nutrientes, regulacién de la homeostasis celular asi como el trafico de vesiculas. Ademas, de
estar implicados en la esterilidad masculina (desarrollo funcional del polen) (Cheynier et al,

2013; Kumary Goel, 2019).

Por otro lado, los compuestos fenoélicos confieren a las plantas diversas herramientas para
sobrevivir y adaptarse a las perturbaciones ambientales: radiacion UV, herbivoria, atraccion de
polinizadores, procesos de alelopatia y simbiosis (asociacién con hongos micorrizicos
arbusculares), ademas, de ser muy importantes en la composicion fisico-quimica de la rizoésfera

(Cheynier et al,, 2013; Durazzo et al,, 2019).

Los compuestos fendlicos abundan en la dieta humana. Son benéficos para la salud, debido
sobre todo a su potencial antioxidante (ayudan a evitar el dafio celular generado por las
reacciones de oxidacidn de los radicales libres) (Kasote et al,, 2015; Forni et al, 2019), ademas
de otras importantes actividades biolégicas que han sido explotadas para el tratamiento de
diversas infecciones y enfermedades, como afecciones cardiovasculares (incluyendo

enfermedades coronarias, fallo cardiaco e hipertension), diabetes mellitus tipo 2, sindrome
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metabolico, cancer (por ejemplo, cancer de mama, de prostata y colorrectal) y usados como
antiinflamatorios, antimicrobianos, antivirales, antitrombéticos, antialergénicos y
hepatoprotectores. Son importantes para la industria alimentaria (son una fuente importante
de compuestos nutracéuticos, como la curcumina y las flavonas) y cosmética (productos para
el cuidado de la piel) (Cheynier et al, 2013; Kabera et al, 2014; Durazzo et al,, 2019; Kumar y
Goel, 2019).
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ligasa (Cheynier et al, 2013, Liu et al, 2015 y Kumar y Goel, 2019).
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2.1.1.2 Métodos analiticos para la identificacion de metabolitos secundarios

El término ‘metaboloma’ fue acuiado a finales de los 90’s por analogia con el de genoma,
transcriptoma y proteoma, integrandose a la cascada dmica (Figura 3) (Alseekh y Fernie,
2018). El término se emplea para referirse al amplio catdlogo de compuestos especializados en
una gran variedad de muestras (por ejemplo, medio de cultivo o materiales bioldgicos como
sangre, orina, extractos celulares, de algun tejido u organismo). La metabolémica consiste en
adquirir informaciéon sobre los metabolitos mediante diversas técnicas analiticas y
bioinformaticas para a) generar una mayor comprension sobre su identidad, estructura,
funcion y utilidad; b) estudiar perturbaciones metabdlicas en respuesta a estimulos internos o
externos; ¢) comprender los motivos biolégicos detras de dichas variaciones; d) vincular
genotipo-fenotipo (por ejemplo, anotacion de genes funcionales) (Schrimpe-Rutledge et al,

2016; Ribbenstedt et al, 2018; Wang et al,, 2019b).

Cascada ‘omica’

éQué puede suceder? GENOMA

\ 4

TRANSCRIPTOMA

\ 4

¢Qué lo hace suceder? PROTEOMA

4

METABOLOMA

¥

FENOTIPO

¢Qué parece estar
sucediendo?

éQué ha sucedidoy
esta sucediendo?

Figura 3. La cascada ‘omica’ comprende conjuntos de datos complejos a diferentes niveles que, como entidad,
describen de manera exhaustiva la respuesta de los sistemas bioldgicos a enfermedades, perturbaciones genéticas y
ambientales. Dentro de estas bases de datos, el metaboloma es el mas predictivo del fenotipo. Dettmer et al,, 2007.

Los péptidos (cadenas cortas de aminoacidos) que constituyen a las proteinas, asi como los
acidos nucleicos que conforman genes (ADN) y transcritos (ARN), consisten en polimeros

lineales cuya secuencia actualmente puede ser determinada con facilidad. Posteriormente,
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mediante analisis in silico por comparacién con bases de datos, la identidad de genesy proteinas
puede ser conocida. En cambio, la anotaciéon de metabolitos es un proceso mas complicado,
debido sobre todo a la gran diversidad quimica de estas moléculas, a que su concentracion es
muy variable y a que, ademas, en muchas ocasiones se encuentran compartimentados, tanto a
nivel celular como subcelular (Schrimpe-Rutledge et al, 2016; Alseekh y Fernie, 2018; Wang et
al, 2019b).

Las estrategias actuales de metabolémica de plantas dependen sobre todo de metodologias
basadas en espectrometria de masas (MS) (acoplada a cromatografia de liquidos ‘LC-MS’ o
gases ‘GC-MS’) o resonancia magnética nuclear (RMN), el uso de cada una con ventajas y
desventajas sobre las otras. Por ejemplo, las técnicas basadas en MS detectan a nivel molecular,
mientras que con las técnicas basadas en RMN es posible hacer detecciones a nivel atdmico
(aunque unicamente de compuestos muy abundantes), lo cual las hace especialmente utiles
para dilucidar estructuras quimicas y para llevar a cabo experimentos de rastreo de is6topos
(Alseekh y Fernie, 2018). A pesar de esta ventaja, multiples protocolos de LC-MSy/o GC-MS han
sido desarrollados con mayor abundancia en los tultimos afios y se llevan a cabo con gran

frecuencia (O’Shea y Misra, 2020).

En GC-MS, los metabolitos polares son derivatizados y posteriormente separados mediante
cromatografia de gases. La ionizacion electrénica da como resultado patrones de fragmentacion
excepcionalmente reproducibles, una caracteristica elemental para llevar a cabo experimentos
a gran escala. Ademas, con GC-MS es posible medir de forma rutinaria cientos de analitos
(huellas espectrales de masas como relacién masa/carga [m/z] y tiempo de retencion de
identidad quimica conocida o desconocida); tiene la ventaja de ser un procedimiento sensible
y robusto. Aun asi, actualmente LC-MS ofrece un enfoque mas comprensible (Alseekh y Fernie,
2018). A diferencia de GC-MS, en LC-MS las muestras no requieren de algun tratamiento previo
y la separacion de los compuestos se lleva a cabo en fase liquida. Esta técnica facilita el analisis
de diversos metabolitos vegetales, aunque de forma selectiva, ya que la separaciéon de
metabolitos con base en sus propiedades quimicas es posible mediante la seleccién de
columnas (fase reversa, intercambio idnico, interacciéon hidrofébica) junto con el modo de
ionizacién (por ejemplo, ionizaciéon por electroespray ‘ESI’ o ionizacién quimica a presién
atmosférica ‘APCI’) que pueda mejorar la deteccion de ciertas sustancias y reducir la detecciéon

de otras (Fernie y Tohge, 2017; Ribbenstedt et al,, 2018). La
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deteccion de masas también puede variar, los instrumentos mas comunes incluyen: triple
cuadrupolo, trampa de iones (cuadrupolo) y tiempo de vuelo ‘ToF’ (Fernie y Tohge, 2017). El
desarrollo en paralelo de la cromatografia de liquidos de alta eficacia (UHPLC) y de la MS de
alta resolucion ha extendido los beneficios de la técnica en términos de resolucién, sensibilidad
y rendimiento. Una gran cantidad de metabolitos novedosos son anotados de forma regular

mediante esta técnica (Fernie y Tohge, 2017; Alseekh y Fernie, 2018).

Por otro lado, las estrategias para llevar a cabo estudios metabolémicos son clasificados como
‘dirigidas’ o ‘no-dirigidas’. En general, los experimentos dirigidos implican el andlisis y
cuantificaciéon de compuestos conocidos (de decenas a miles) (por ejemplo, para evaluar la
respuesta de un organismo con respecto a perturbaciones del desarrollo o ambientales como
exposicién a xenobidticos o patdgenos). Por el contrario, los estudios no-dirigidos o
generadores de hipoétesis, tratan de adquirir tanta informacién de tantos compuestos diferentes
como sea posible, anotarlos y analizar los cambios metabélicos entre muestras. En combinacién
con estadistica de variables multiples, es posible identificar biomarcadores que distinguen

casos problema de grupos control (Schrimpe-Rutledge et al, 2016; Ribbenstedt et al,, 2018).

2.1.1.3 Importancia econémica de los metabolitos secundarios

Desde el punto de vista econdmico, los metabolitos secundarios son fundamentales para
numerosas ramas de la industria. En términos generales, son empleados como insecticidas
saborizantes, tintes y colorantes, fragancias (para perfumes, cosméticos, aerosoles,
detergentes, desodorantes, jabones, cremas, etc.), productos alimenticios y complementos
nutritivos, farmacos e inclusive como combustibles (Verpoorte et al, 2002; Wilson y Roberts,
2012; Atanasov et al, 2015; Kukula-Koch y Widelski, 2017; Durazzo et al, 2019; Isah, 2019;
Kumar y Goel, 2019; Tetali, 2019; Wink, 2020).

Como consecuencia de su importante actividad biolégica, estas moléculas son utiles para el
tratamiento de diversas enfermedades humanas, por lo que no es de sorprender su empleo
como poderosos farmacos en la medicina tradicional a lo largo de la historia (Kolewe et al,
2008; Wilson y Roberts, 2012; Atanasov et al, 2015; Yue et al, 2016; Kessler y Kalske, 2018).
El primer registro escrito sobre el uso de plantas con fines medicinales data de 2600 A.C.; han

sido la base de la medicina tradicional de muchas culturas, entre otras de la medicina
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tradicional china e india (ayurveda) (Atanasov et al, 2015). Actualmente, mas del 30% de
nuestros medicamentos tienen su origen en extractos de plantas o sus derivados (Fang et al,

2019).

Ademas de suamplio espectro de actividades bioldgicas, se ha observado la baja o total ausencia
de toxicidad de los metabolitos secundarios vegetales al ser evaluados como potenciales
farmacos (Marchev et al, 2020). Por esta razdn, una cuarta parte de todos los medicamentos
actualmente aprobados por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) y/o la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) son obtenidos directamente de
las plantas. En la Tabla 1 se enlistan algunos metabolitos secundarios de origen vegetal
aprobados para uso terapéutico durante los ultimos 30 afios (Wilson y Roberts, 2012; Atanasov

etal, 2015; Isah, 2019; Marchev et al, 2020).

Tabla 1. Algunos metabolitos secundarios de origen vegetal aprobados para uso terapéutico durante los tltimos 30
afios (Wilson y Roberts, 2012; Atanasov et al, 2015)

Uso Compuesto Fuente vegetal
Agente Paclitaxel Taxus brevifolia
anticancerigeno Camptotecina Camptotheca acuminata
Vinblastina Catharanthus roseus
Vincristina Catharanthus roseus
Solamargina Solanum spp.
Mepesuccinato de Cephalotaxus harringtonia
omacetaxina
(homoharringtonina)
Masoprocol Larrea tridentata
Arglabin Artemisia glabella
Analgésico Morfina Papaver somniferum
Codeina P. somniferum
Tratamiento contra Artemisina Artemisia annua
malaria
Neuropatia crénica Dronabinol / Cannabidol Cannabis sativa
Demencia Galanthamina Galanthus caucasicus
Queratosis actinica Mebutato de ingenol Euphorbia peplus
Neuralgia posherpética Capsaicina Capsicum annum
Gota Colchicina Colchicum spp.
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Actualmente, muchos metabolitos secundarios farmacolégicamente importantes son aislados
directamente de plantas silvestres o cultivadas, debido a que en muchos casos su sintesis
quimica no es econdmicamente factible (debido sobre todo a su gran complejidad estructural).
Ademas, es frecuente que no existan sustitutos sintéticos que posean la misma eficacia y
especificidad farmacobiolégica para, por ejemplo, una enfermedad en particular (Oksman-
Caldentey e Inzé, 2004; Atanasov et al,, 2015; Marchev et al, 2020). Normalmente, la obtencion
de metabolitos secundarios directamente de las plantas es un proceso complicado debido a las
bajas concentraciones disponibles, a la escasez de las especies (lo cual las pone en muchos casos
en peligro de extincion) y a su velocidad de crecimiento, ademas de que la produccién de estos
compuestos usualmente esta restringida a algunas especies y/o géneros, y puede ser viable
solamente bajo ciertas condiciones de crecimiento y desarrollo o s6lo cuando ciertas
condiciones estacionales o nutricionales ocurren (Verpoorte et al, 2002; Oksman-Caldentey e

Inzé, 2004; Kolewe et al, 2008; Wilson y Roberts, 2012).

Ademas de la accesibilidad a los recursos vegetales y su correcta identificacion botanica,
importa su calidad y composiciéon quimica, las cuales pueden variar mucho de una planta a otra,
incluso tratdndose de la misma especie, puede variar debido a factores presentes en el
momento de la cosecha: composicidn del suelo, temperatura, luz, humedad, altitud, patégenos;
durante el procesamiento: durante la extraccion los productos pueden sufrir transformaciones
y/o ser degradados; asi como las condiciones de almacenamiento: muchos compuestos son
fotosensibles, es decir que son inestables y susceptibles de degradacién por exposicion a la luz
(Atanasov et al, 2015; Isah, 2019). Aunado a lo anterior, problemas como el cambio climatico y
otros factores antropogénicos han contribuido a la disminucion de especies vegetales y, en
muchos casos, incluso a su extincién. El desmesurado uso de las plantas y de los productos
derivados de ellas ha resultado en una enorme discrepancia entre su demanda y su
disponibilidad, por lo que es importante el desarrollo de mecanismos tanto sustentables como
econémicamente permisibles para la obtencién de estos productos naturales (Kolewe et al,

2008; Atanasov et al,, 2015; Marchev et al., 2020).
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2.1.1.4 Estrategias para la produccién de metabolitos secundarios

Diferentes estrategias han sido aplicadas para mejorar la produccién de los metabolitos
secundarios directamente de las plantas, en campo. Por otro lado, se ha generado el desarrollo
y aplicacién de alternativas quimicas y biotecnolégicas al aislamiento natural, por ejemplo,
sintesis quimica total o parcial, expresién heter6loga de la ruta biosintética en otros
organismos, asi como la produccidn in situ mediante técnicas biotecnolodgicas de cultivo in vitro
de células, tejidos y 6rganos vegetales. Aun asi, con frecuencia no se obtienen los resultados

deseados (Wilson y Roberts, 2012; Dziggel et al,, 2017; Isah et al, 2018).

2.1.1.4.1 Sintesis quimica

Para muchos metabolitos secundarios econdmicamente importantes de origen vegetal la
sintesis quimica total es posible, pero no rentable. Entre los factores limitantes para la sintesis
quimica de muchos metabolitos secundarios destacan su gran tamafio y, sobre todo, la
complejidad de sus estructuras y sus requerimientos estereoquimicos especificos (por ejemplo,
complejos anillos aromaticos con arreglos especificos, numerosos sustituyentes oxigenados y
multiples centros quirales) (Wilson y Roberts, 2012; Atanasov et al, 2015; Dziggel et al, 2017;
Isah et al, 2018; Marchev et al, 2020). Pocos productos naturales importantes con estructuras
quimicas simples son producidos via quimiosintesis, como es el caso de la aspirina
(acetilsalicilato, un derivado del salicilato) (Bourgaud et al, 2001; Yue et al, 2016). Otro
ejemplo es la vainillina (un saborizante popular), el metabolito comin mas sintetizado de forma
quimica, debido a la limitada disponibilidad (menos del 1% de la demanda anual se satisface
mediante la extraccién a partir de Vanilla planifolia) y al coste del compuesto natural. Por tales
motivos es elaborado a partir de sustratos tales como el guayacol, eugenol o lignina (Wilson y

Roberts, 2012).

2.1.1.4.2 Expresion heterdloga

La sintesis heter6loga de metabolitos secundarios vegetales ha sido investigada en bacterias,
levaduras y especies vegetales alternativas. Durante los ultimos afios, numerosos genes
codificantes de enzimas involucrados en las rutas biosintéticas del metabolismo secundario han

sido aislados, clonados y expresados con éxito; no obstante, problemas asociados con la
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expresion heterologa, tales como la baja produccién de enzimas de interés o la inactividad de
estas, ocurren con frecuencia, lo cual representa una de las principales limitantes para el
establecimiento de protocolos exitosos en la mayoria de los casos. La expresién de multiples
enzimas pertenecientes a la misma via biosintética es una cuestién ain mas problematica
(Wilson y Roberts, 2012; Dziggel et al, 2017). Aunado a lo anterior, el limitado conocimiento
de rutas biosintéticas completamente caracterizadas cuenta como otro de los factores
limitantes para la expresion heterdloga (Wilson y Roberts, 2012; Dziggel et al,, 2017; Belcher et
al, 2020). La biologia computacional, en conjunto con la investigacion de genomas,
transcriptomas, proteomas y metabolomas, asi como el silenciamiento de genes, han facilitado
y mejorado la actual busqueda de genes y su funcién en las rutas metabolicas vegetales. Aunque,
bien es cierto, que en muchos casos la informacién disponible se limita a plantas modelo y se
encuentra con frecuencia incompleta (muchos genes atin no han sido identificados) (Dziggel et

al, 2017; Belcher et al, 2020).

Las especies que han sido seleccionadas predominantemente como organismo huésped parala
produccion de metabolitos secundarios vegetales mediante técnicas de ADN recombinante
incluyen a la bacteria Escherichia coli y las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Yarrowia
lipolytica. Estos organismos son ideales, debido a sus rapidos tiempos de duplicacién en
comparacion con las especies vegetales (minutos vs. dias), las fuentes de carbono de bajo costo
que utilizan, la facilidad de su modificaciéon genética y a la cantidad de recursos genéticos
existentes (vectores, cepas, promotores, etc.), ademas de las bien establecidas tecnologias de

escalamiento (Wilson y Roberts, 2012; Dziggel et al, 2017; Belcher et al, 2020).

Las levaduras han demostrado ser hospederos especialmente ideales para la producciéon de
terpenoides, debido a su ruta MVA enddgena (ver seccion 1.1.1 Terpenoides) ademaés de poseer
una amplia gama de herramientas genéticas endogenas para la biosintesis de esta clase de
compuestos (Belcher et al, 2020). En el caso de las rutas de produccién microbianas, la sintesis
de terpenos (por ejemplo, la artemisinina y paclitaxel) y otros compuestos complejos a través
de la transferencia de las rutas completas en E. coli esta limitada por su dificultad para expresar
las enzimas citocromo P450 (CYP450), las cuales catalizan multiples pasos criticos en la
biosintesis de metabolitos secundarios vegetales, por lo que su expresién es de suma

importancia (Wilson y Roberts, 2012; Dziggel et al,, 2017; Belcher et al,, 2020).
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La expresiéon heteréloga de terpenoides, alcaloides y compuestos fendlicos via
microorganismos ha sido reportada (Dziggel et al, 2017; Belcher et al, 2020). Por otro lado, las
rutas metabolicas de compuestos tales como el paclitaxel también han sido introducidas en
sistemas vegetales como Arabidopsis thaliana, tomate y Physcomitrella patens (Wilson y

Roberts, 2012).

2.1.1.4.3 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales, también referido como ‘cultivo in vitro, axénico y estéril de
células’ es una herramienta biotecnolégica importante para la investigacion basica y aplicada,
pero que también tiene aplicaciones comerciales (Thorpe, 2007). Efectivamente, el cultivo de
tejidos vegetales se refiere al cultivo aséptico de células, tejidos y/o 6rganos vegetales bajo
condiciones fisicas y quimicas definidas in vitro (Thorpe, 2007). En 1902, el botanico
australiano Gottlieb Haberlandt fue el primero en llevar a cabo un intento para iniciar cultivos
celulares vegetales, describié la formacién de ‘callo’ (masa celular desorganizado, en la
naturaleza formada en respuesta a heridas) (Haberlandt, 1902). A pesar de la incapacidad para
inducir la division celular, logro la primera regeneraciéon de una planta por completo, debido a
lo cual es reconocido como el fundador del cultivo de células vegetales, al sentar las bases
tedricas para su uso, asi como el concepto de totipotencia (Thorpe, 2007; Wilson y Roberts,

2012; Eibl et al, 2018).

Posteriormente, durante los afios 30’s del siglo pasado fueron establecidos los primeros
cultivos in vitro (principalmente cultivos celulares indiferenciados como ‘callos’), seguido por
un préspero periodo para el desarrollo de medios de cultivo y métodos entre los afios 40’s y
60’s. De hecho, una gran parte de las técnicas empleadas hoy en dia fueron desarrolladas en esa
época (Dornenburg y Knorr, 1995; Thorpe, 2007; Wilson y Roberts, 2012). Fue a finales de 1960
cuando la tecnologia de cultivo de tejidos vegetales fue introducida como una herramienta con
grandes posibilidades para el estudio y produccién de metabolitos secundarios, como una
alternativa viable para mitigar la sobreexplotacién de especies vegetales (Vanisree y Tsay,
2004; Isah et al, 2018). Desde entonces ocurrié un dramatico incremento en su aplicacion, no
s6lo para aumentar la produccién de estos valiosos compuestos sino también para resolver
diversas cuestiones de biologia basica, agricultura, horticultura y silvicultura. Algunas areas en

las que impact6 esta tecnologia fueron:
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comportamiento celular, modificacién y mejora de especies vegetales, genética funcional,
generacion de especies libres de patogenos, conservacion de germoplasma, propagacion clonal
(micropropagacion), formacién de productos (produccién heteréloga de metabolitos y
proteinas) (Thorpe, 2007; Wilson y Roberts, 2012). Adicionalmente, proliferé el uso de cultivos
celulares indiferenciados en suspension ademds del desarrollo de cultivos de tejidos

diferenciados, como embriones somaticos, raices adventicias y brotes (Isah et al, 2018).

Actualmente, los cultivos celulares vegetales pueden ser virtualmente creados a partir de
practicamente cualquier planta y de cualquier tejido vegetal en condiciones de esterilidad
(Wilson y Roberts, 2012; Isah et al, 2018). Los explantes (el tejido vegetal aislado que dara
origen a los cultivos como hojas, tallos, raices y meristemos) deben ser desinfectados y
posteriormente colocados en un medio de cultivo estéril (usualmente enriquecido con
nutrientes de naturaleza mineral y orgdnica ademas de RCVs (ver Tabla 2) necesarios para
guiar los mecanismos de desdiferenciacién/diferenciacién celular) bajo condiciones fisicas de
cultivo controladas (por ejemplo, luz y temperatura) (Bourgaud et al, 2001; Hussain et al,
2012).

El uso de cultivos celulares para la obtencién de metabolitos secundarios ofrece considerables
ventajas sobre el cultivo convencional de plantas (Vanisree y Tsay, 2004; Hussain et al, 2012).

Entre otras:

- La producciéon de compuestos de interés puede ser lograda bajo condiciones
controladas, que son independientes de los cambios estacionales, climaticos y/o
condiciones del suelo;

- es posible la obtencién de cultivos axénicos (libres de microorganismos e
insectos que afectan la produccién de metabolitos secundarios);

- las células de cualquier especie vegetal pueden ser multiplicadas para la
obtencion de metabolitos secundarios especificos;

- pueden seleccionarse cultivos con alta producciéon de metabolitos secundarios;
- obtencion de metabolitos secundarios en periodos cortos de cultivo (de 2 a 4
semanas);

- costos de produccién reducidos e incremento de productividad.
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Tabla 2. Clasificacion de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) y sus principales representantes en la naturaleza
y sus analogos sintéticos. Basada en Jamwal et al., 2017.

Clase Reguladores naturales Reguladores sintéticos

Auxina Acido indol-3-acético (AIA) Acido indol-3-butirico (AIB)
Indol-3-acetonitrilo (IAN) Acido indol-3-propiénico (AIP)
Indol-3-acetaldehido (1Ac) Acido indazol-3-acético
Etil-3-indolacetato Acidos clorofenoxipropiénicos
Acido indol-3-pirtvico (IPyA) Acido Naftalenacético (ANA)

Acido fenoxiacético (AFA)

Acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
Acido 2,4 5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T)
Naftaleno acetamida (NAD)

}:\cido 2-naftoxiacético (NOA)

Acido 2,3,5-triyodobenzdico (TIBA)
Acido tianaftalen-3-propidnico (IPA)

Citocinina Ribosilzeatina 6-bencilaminopurina (BAP)
Zeatina 6-fenilaminopurina (FAP)
Isopenteniladenina Cinetina (KIN, é-furfuril-aminopurina)
N-bencil-9-(2-etrahidropiranil) adenina

Dihidrozeatina (PBA)

Difenilurea
Thidiazurén (Tdz)
Benzimidazol

Adenina
6-(2-tenilamino) purina
Giberelinas Acido giberélico o giberelina (GA3) GA
GA4 GAs
GA7
Etileno Etileno Acido 2-cloroetilfosfénico (etefén)
Ethrel
Brasinoesteroides Brasinolida Andlogos de 5-hidroxi-6-cetona
Dolicolida
28-homodicolida
Castasterona
Dolicosterona
28-homodicolicosterona
Tifasterol
Jasmonatos Acido jasménico Metil jasmonato (Me]a)
Metil dihidrojasmonato
Acido dihidrojasménico
Estrigolactonas Estrigol GR24
Orobanchol
Sogolactona

No obstante, un conjunto de problemas inherentes al cultivo celular como heterogeneidad
fisioldgica, lento crecimiento e inestabilidad genotipica y fenotipica de las lineas celulares (las
variaciones pueden ser preexistentes o inducidas por el cultivo (variaciones somaclonales))
aunado a la falta de conocimiento basico sobre las rutas de biosintesis y de los mecanismos
moleculares responsables de la produccién de estos compuestos (que limita el uso de

precursores, procesos de biotransformacion, manipulacién genética e ingenieria metabdlica
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para mejorar la acumulacion de compuestos de interés) deriva frecuentemente en bajos
rendimientos de produccion, una de las principales razones por las que sélo un limitado
ndmero de compuestos bioactivos son obtenidos a nivel industrial por esta via (Dérnenburg y

Knorr, 1995; Bourgaud et al,, 2001; Hussain et al, 2012; Yue et al, 2016).

La generaciéon y mantenimiento de cultivos in vitro de 6rganos diferenciados, como raices y
embriones es también una practica rutinaria, obteniéndose con frecuencia concentraciones de
metabolitos similares a los generados por la planta entera; sin embargo, su aplicacién extensiva
esta limitada por la enorme inversion de recursos implicada en su cultivo a gran escala, ademas
de problemas similares a los observados en los cultivos celulares antes mencionados (Wilson y
Roberts, 2012; Isah et al, 2018). Lo anterior impulsé el desarrollo de estrategias para

incrementar los rendimientos de produccién de los metabolitos secundarios.

2.1.1.4.3.1 Cultivos celulares y suspensiones celulares vegetales para la producciéon de

metabolitos secundarios

Cualquier célula vegetal es biosintéticamente totipotente, lo cual significa que en las
condiciones adecuadas cada una de las células de una planta es capaz de producir compuestos
quimicos, los cuales son idénticos a los presentes en la planta parental (Yue et al, 2016). Con
base en esta premisa, entre 1960 y 1980 muchos estudios fueron llevados a cabo con la
finalidad de masificar el cultivo de células vegetales y de desarrollar bioprocesos para la
produccién de metabolitos secundarios de interés para la industria farmacéutica, alimentaria y
cosmética. Recientemente se ha extendido su uso para la producciéon de proteinas

recombinantes y plantas transgénicas (Wilson y Roberts, 2012; Eibl et al, 2018).

A menudo, el cultivo celular in vitro representa la inica fuente disponible para proporcionar
cantidades ilimitadas de ingredientes activos, normalmente de escasa disponibilidad o dificiles
de sintetizar (Wilson y Roberts, 2012). La produccién de metabolitos mediante el cultivo de
células vegetales es renovable, ambientalmente amigable y se somete a los mas estrictos
controles desde el punto de vista de procesamiento, una ventaja en lo que respecta a las normas
para la produccién de alimentos y medicamentos (Kolewe et al, 2007). Un par de hitos
importantes en el uso de esta tecnologia biotecnolédgica ocurrieron por parte de la Organizacién

de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO, por sus siglas
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en inglés Food and Agriculture Organization) al proponer desde 1994 el cultivo de células y
tejidos vegetales para la produccion de sustancias y metabolitos y la posterior aceptacion del

compuesto anticancerigeno paclitaxel en el afio 2000 (Eibl et al, 2018).

Los cultivos celulares tienen un mayor indice metabélico, en comparacién con las plantas
intactas, debido a que el inicio del crecimiento celular en los cultivos conduce a la rapida
proliferacidon de la masa celular y a ciclos biosintéticos condensados. Esta es la ventaja mas
importante de los cultivos celulares como sistemas modelo para el estudio de las rutas

biosintéticas (Dérnenburg y Knorr, 1995; Vanisree y Tsay, 2004).

A pesar de que la produccién biotecnoldgica en cultivos celulares vegetales es una alternativa
atractiva, a la fecha ha tenido un éxito comercial limitado, debido a la naturaleza empirica en la
seleccion de cultivos estables y con altos rendimientos, escalamiento impredecible, ademas de
la falta de entendimiento de ;como es que son sintetizados estos metabolitos? y/o ;como es
controlada su sintesis? (Oksman-Caldentey e Inzé, 2004; Wilson y Roberts, 2012). Pese a estas
limitaciones, muchos metabolitos secundarios de interés farmacolégico han encontrado en el
cultivo de suspensiones celulares una plataforma biotecnolégica alternativa para su producciéon
a nivel comercial (por ejemplo, paclitaxel, resveratrol, artemisina, ginsendsidos y ajmalicina)
(para mas ejemplos ver Tabla 1 en Yue et al, 2016) (Wilson y Roberts, 2012; Yue et al, 2016;
Isah et al, 2018).

El cultivo de suspensiones celulares se refiere a células libres o a pequefios grupos de ellas,
productoras de metabolitos secundarios que luego de ser establecidas como ‘callo’ son
cultivadas en un medio liquido para establecer las suspensiones (Wilson y Roberts, 2012; Yue
et al, 2016). Son un sistema adecuado como modelo de estudio para la investigacién basica y

con fines biotecnoldgicos por sus importantes ventajas:

- La producciéon de compuestos se logra bajo condiciones controladas, que son
independientes de las variaciones ambientales (estacionales, geograficas, etc.);

- es considerada como una plataforma de produccién estable, lo cual asegura la
produccién en secuencia de productos con calidad y rendimientos uniformes;

- entre los sistemas vegetales de produccion in vitro de productos naturales es el

que provee una mayor homogeneidad y eficacia en la propagacidn de células cultivadas;
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- es posible que las células cultivadas sinteticen productos novel (normalmente

no sintetizados por la planta nativa).

Si bien su uso es mas extensivo en comparacién con el cultivo de érganos vegetales, el uso de
suspensiones celulares como practica cotidiana encuentra obstaculos en problemas inevitables
como: la inestabilidad de las lineas celulares, lento crecimiento y problemas de escalamiento
que, en conjunto, resultan en la baja producciéon de metabolitos de interés (Yue et al,, 2016; Isah

etal, 2018).

2.1.1.4.3.1.1 Estrategias para optimizar la produccion de metabolitos secundarios en

suspensiones celulares vegetales

Tal ha sido el interés en la produccidén a gran escala de metabolitos secundarios mediante vias
econdmicas y con mayor sustentabilidad, como el cultivo de células vegetales in vitro, que desde
los dltimos 30 afios diversas estrategias biotecnolégicas han sido desarrolladas y aplicadas para
incrementar los rendimientos en su produccién. Entre otras, podemos mencionar: la seleccién
de lineas celulares de alto-rendimiento, optimizacion de las condiciones de cultivo (ambientales
y nutritivas), mejora de la linea celular, adicién de elicitores, alimentacién de los cultivos con
precursores, remocion de productos in situ y también técnicas de inmovilizacion e ingenieria
metabdlica entre otras (Dérnenburg y Knorr, 1995; Oksman-Caldentey e Inzé, 2004; Vanisree
y Tsay, 2004; Vasconsuelo and Boland 2007; Wilson y Roberts, 2012; Bourgaud et al, 2001;
Hussain et al, 2012; Yue et al, 2016; Isah et al, 2018).

2.1.1.4.3.1.1.1 Elicitores

En la naturaleza, las plantas responden a ‘estimulos’ o ‘sefiales’ ambientales de origen bidtico
y/o abidtico mediante diversos mecanismos de defensa que incluyen la produccién de

metabolitos secundarios. En términos generales, se denomina a estos estimulos ‘elicitores’
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(Vasconsuelo y Boland 2007; Isah et al, 2018). El término elicitor incluye a estimulos muy
heterogéneos, por ejemplo, a compuestos quimicos (de naturaleza bidtica [exdgenos o

enddgenos] o abidtica) asi como a factores fisicos que pueden desencadenar una respuesta en

organismos vivos (ver Tabla 3) (Isah et al, 2018).

Tabla 3. Clasificacion de elicitores para la producciéon de metabolitos secundarios.

*** Datos de Namdeo, 2007; Vasconsuelo y Boland 2007; Ramirez-Estrada et al, 2016; Yue et al, 2016; Isah et al,

2018.

Compuestos quimicos

Bioticos

Abidticos

Exégenos (origen patégeno)

* Directamente obtenidos de
microorganismos: enzimas, fragmentos de
paredes celulares de bacterias, hongosy
levaduras.

* Compuestos microbianos de composicién
definida: quitosano, alginato, pectinas, quitina,

- Metales pesados

- Sales inorgdnicas: AgNO,, AlCl,, Cacl,, CdCl,,
CoCl,, CuCl,, HgCl,, KCI, MgS0,, NiSO,4, VOS50,
asi comoiones Zn.

- Compuestos toxicos: con alta afinidad por el
ADN, detergentes, fungicidas, herbicidas

elicitinas. Polisacdridos, lipidos y glicoproteinas
fungicas.

- Componentes no-esenciales en el medio de
¥ Compuestos microbianos de composicién cultivo: agarosa
compleja: homogeneizado de hongos, extracto

de levadura, esporas fluingicas.

Enddgenos (producidos por las plantas en
respuesta a patégenos)

¥ Moléculas sefial: dcido jasménico, metil
jasmonato, acido salicilico, especies reactivas

de oxigeno, oxido nitrico

Factores fisicos

- Luz

- Radiacion UV

- Temperatura

- Estrés osmotico
- Heridas

- Calidad del aire
Se ha observado que los cultivos vegetales in vitro responden de la misma forma en que lo hacen
las plantas in vivo: mediante la adicion exdgena en el medio de cultivo de uno o varios elicitores
durante el cultivo de un sistema celular vivo, incluso en bajas concentraciones, los procesos
secundarios son iniciados o intensificados (Namdeo,

biosintéticos de metabolitos
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2007; Vasconsuelo y Boland 2007; Yue et al, 2016; Isah et al, 2018; Isah, 2019). Ello puede
implicar ajustes en la arquitectura de las paredes celulares y/o sistemas membranales, asi como
alteraciones en el ciclo celular y en las tasas de divisidn, con un efecto sobre el crecimiento para
ajustar el metabolismo de compuestos bioactivos (Isah, 2019). Por lo que la elicitacién es una
valiosa herramienta biotecnolégica, ampliamente usada como ‘potenciador’ para inducir la
acumulacion de productos de interés (Vasconsuelo y Boland 2007; Wilson y Roberts, 2012; Yue
etal, 2016; Isah et al, 2018; Isah, 2019). Ademas, la elicitacién puede ser usada para entender
la regulacién de las rutas de sintesis de metabolitos secundarios (transduccién de sefiales,
expresion de genes, actividad enzimatica) mediante estudios de expresion génica diferencial
entre cultivos bajos/no acumuladores contra cultivos altamente acumuladores de metabolitos
secundarios (Oksman-Caldentey e Inzé, 2004; Wilson y Roberts, 2012; Yue et al,, 2016; Isah et
al, 2018; Zhou et al, 2016; Wang et al,, 2017; Zhang et al., 2019).

El mecanismo de acciéon de las moléculas elicitoras inicia con el reconocimiento del compuesto
por receptores especificos unidos a la membrana plasmatica vegetal. Posteriormente, el
estimulo es transferido a la célula mediante un efectivo sistema de transduccién de sefiales en
el citosol, para finalmente estimular cambios dentro de las células que dirijan hacia un aumento
efectivo en los procesos metabolicos secundarios. Esto depende, en gran medida, del estatus

genético y fisiologico de los cultivos in vitro (Ramirez-Estrada et al,, 2016; Isah et al., 2018).

Cada tipo de elicitor puede inducir, de acuerdo con sus caracteristicas, respuestas especificas
que dependen de la interaccion elicitor-cultivo vegetal. Por otro lado, para la aplicaciéon de
estrategias de elicitacion, es importante tomar en cuenta parametros como la concentracion y
selectividad del elicitor, edad de los cultivos, tiempo de exposicion, linea celular cultivada y
calidad de sus paredes celulares, condiciones de cultivo (composicién de nutrientes en el medio
de cultivo, etapa de crecimiento, luz, etc.) y regulacion del crecimiento (Namdeo, 2007;

Vasconsuelo y Boland, 2007; Isah et al, 2018).
Usando como estrategia la elicitacion, se han reportado incrementos en la producciéon de

diversos compuestos de interés farmacologico incluyendo terpenoides, flavonoides, alcaloides

y fenilpropanoides (Ramirez-Estrada et al, 2016).
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2.1.1.4.3.1.1.2 Alimentaci6én con precursores

La aplicacién exégena de precursores biosintéticos en el medio de cultivo al inicio o durante el
periodo de cultivo es un procedimiento biotecnolégico ampliamente usado para incrementar el
rendimiento en la produccién de compuestos bioactivos (Yue et al, 2016; Isah et al,, 2018). Esta
propuesta es muy util sobre todo cuando los precursores son de bajo costo. La estrategia se
basa en la premisa de que cualquier compuesto que sea un intermediario en o al principio de la
ruta biosintética de un metabolito determinado representa una buena oportunidad para
incrementar el rendimiento del producto final ya que puede servir como sustrato adicional
(Namdeo et al, 2007; Wilson y Roberts, 2012; Yue et al, 2016; Isah et al, 2018). Entonces, los
compuestos endo- o exdégenos que son convertidos por las células en cultivo en metabolitos
secundarios mediante rutas biosintéticas, son denominados ‘precursores’ (Isah et al, 2018).
Esta metodologia es ademads util para llevar a cabo investigaciones sobre la biosintesis de
productos de interés, por ejemplo, empleando precursores marcados radioactivamente

(Wilson y Roberts, 2012; Isah et al,, 2018).

En la biosintesis de metabolitos secundarios por cultivos celulares vegetales, la alimentaciéon
con precursores en concentraciones adecuadas puede promover la acumulacién de compuestos
de interés. Pero, por otro lado, la inadecuada concentraciéon/tiempo de exposiciéon de los
precursores puede causar una inhibicion en la ruta metabolica por retroalimentacion. También
ha sido reportado que algunos precursores en cierta concentracién son toxicos para las células
vegetales y pueden inhibir su crecimiento. Por lo tanto, es muy importante determinar la
concentraciéon adecuada del precursor, asi como el tiempo de exposiciéon en los cultivos
(Ouyang et al, 2005a; Yue et al, 2016; Isah et al,, 2018). Otros factores a considerar incluyen el
momento de adiciéon a los cultivos (los metabolitos secundarios son sintetizados de manera
abundante después de que el crecimiento celular entra en la fase exponencial, por lo que puede
ser util afiadir los precursores al medio en esta fase) y la ruta biosintética de la cual formaran
parte. Lo anterior supone la necesidad de disponer de los conocimientos adecuados con
relacion a la biosintesis del compuesto de interés, un factor limitante en muchos casos (Ouyang

etal, 2005a; [sah et al, 2018).
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Los intentos de este tipo que se han llevado a cabo para inducir o incrementar la produccion de
metabolitos secundarios de origen vegetal han sido efectivos en muchos casos, por ejemplo,
para alcaloides, terpenos, flavonoides y diversos compuestos fendlicos como feniletanoide

glicésidos (Ouyang et al, 2005a; Namdeo et al, 2007; Isah et al, 2018).

2.2 Verbascédsido, un fenilpropanoide de importancia farmacoldgica

Los fenilpropanoides (feniletanoides, C¢-C3) son una clase de compuestos fendlicos cuya
estructura consiste en un grupo fenilo (Cs¢) unido a una cadena de tres carbonos (propano, Cs),
por ejemplo, los acidos hidroxicindmicos (sin. hidroxicinamatos) e hidroxicinamalheidos

(Korkina, 2007; Le Roy et al, 2016; Durazzo et al, 2019; Vanholme et al, 2019).

En algunas referencias suele usarse el término fenilpropanoides para referirse a la extensa
familia de metabolitos secundarios derivados del aminoacido fenilalanina (L-Phe), a partir de
la ruta general de los fenilpropanoides; por ejemplo, todos los compuestos fendlicos
flavonoides, asi como algunos compuestos no-flavonoides como acidos fendlicos, cumarinas,
estilbenos y lignanos. Estrictamente hablando, estos ultimos compuestos son mas bien
producto del metabolismo de los fenilpropanoides, es decir son ‘fenilpropanoide-derivados’

(Korkina, 2007; Liu et al, 2015).

La ruta del shikimato o acido shikimico es la via de entrada a la sintesis de los fenilpropanoides
(Figura 2). Mediante siete reacciones enzimdticas, esta ruta vincula el metabolismo de
carbohidratos con la biosintesis de compuestos aromaticos: carbohidratos simples (resultantes
de la via de las pentosas fosfato y de la glicélisis) son convertidos en corismato, el precursor
universal de los aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina y triptéfano (Korkina, 2007;
Vogt, 2010; Maeda y Dudareva 2012; Kumar y Goel, 2019). Posteriormente, mediante una
reaccion de desaminacién no oxidativa catalizada por la enzima monofuncional fenilalanina
amonio- liasa (PAL, por sus siglas en inglés, Phenylalanine Ammonia Lyase) (EC 4.3.1.24) la
fenilalanina es convertida en acido trans-cinamico con la liberacién de una molécula de amonio.
Esta reaccién es precisamente el primer paso en la ruta general de los fenilpropanoides, asi
como en la conversion del metabolismo primario al secundario mediante la redireccién del flujo
de carbono (Korkina, 2007; Vogt, 2010; Kumar y Goel, 2019; Vanholme et al, 2019).
Posteriormente, el anillo aromatico del acido trans-cinamico es hidroxilado por la trans-

cinamato 4-hidroxilasa (C4H, EC 1.14.14.91) formandose

38



el acido p-cumarico, a partir del cual se forma una molécula de p-cumaroil-CoA (4-cumaroil-
CoA) mediante la 4-cumaroil-CoA ligasa (4CL, EC 6.2.1.12) (Korkina, 2007; Vogt, 2010; Kumar
y Goel, 2019; Vanholme et al, 2019). Sin embargo, se ha descrito la existencia de una enzima
PAL bifuncional (PTAL, Phenylalanine/Tyrosine Ammonia Lyase, EC 4.3.1.25) la cual cataliza la
formacidn directa de acido cumarico usando como sustrato al aminoacido tirosina. En plantas,
esta enzima se encuentra restringida Unicamente a la familia Poaceae (o Gramineae, pastos

monocotiledéneos) (Barros y Dixon, 2020).

Se denomina a los tres primeros pasos en la sintesis de los fenilpropanoides (las reacciones
catalizadas por las enzimas PAL, C4H y 4CL) como ruta general o central de los
fenilpropanoides, la base biosintética de todos aquellos compuestos ‘fenilpropanoide-
derivados’ por lo que su ocurrencia es imperativa y las enzimas que las catalizan muy
conservadas en las especies del reino vegetal (Yu y Jez, 2008; Vogt, 2010; Liu et al,, 2015). En
muchas especies, los genes codificantes de las enzimas involucradas en la ruta general de los
fenilpropanoides pertenecen a familias multigénicas, las cuales a su vez son reguladas
principalmente por las familias de factores transcripcionales MYB y NAC (Liu et al, 2015; Le

Roy et al, 2016).

Probablemente el p-coumaroil-CoA sea una de las moléculas mas importantes en la formaciéon
de multiples compuestos. Como se observa en la Figura 2, es el precursor de: flavonoides,
cumarinas, curcuminas y estilbenos; ademas, es incorporado en la ruta del monolignol
(lignanos y ligninas) (Korkina, 2007; Vogt, 2010; Le Roy et al, 2016; Kumar y Goel, 2019;
Vanholme et al, 2019).

Por otro lado, el acido trans-cinamico es precursor de los acidos hidroxicindmicos. Este
compuesto es convertido en acido p-cumarico mediante la adicién de un grupo hidroxilo por la
accion de una monooxigenasa (C4H, trans-cinamato 4-monooxigenasa, una enzima citocromo
P450). Posteriormente, a partir del acido p-cumarico se forma el acido caféico, precursor del
acido ferulico y este a su vez del acido sinapico, todos los cuales son los hidroxicinamatos mas
representativos (Vogt, 2010; Kumar y Goel, 2019). Por otro lado, la pérdida de dos atomos de
carbono en la molécula de acido trans-cinamico resulta en la formacion del acido benzoico,

precursor de los acidos benzoicos (p-hidroxibenzoéico, salicilico,
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vanilico, siringico y galico, entre otros) (Kumar y Goel, 2019; Durazzo et al, 2019; Vanholme et

al, 2019).

Los fenilpropanoides se encuentran en altas concentraciones en bebidas (café, vino, té verde y
negro, mate, cocoa), vegetales, granos, frutos (especialmente los frutos rojos como cerezas,
bayas, frambuesas, moras y fresas, entre otros) asi como en hojas. Muchos fenilpropanoides son
moléculas toxicas e inestables, por lo que dentro de las células vegetales usualmente son
almacenados en formas mas estables, por ejemplo, formando enlaces éster- o amida- con otras
moléculas organicas (Molgaard y Ravn 1988; Vogt, 2010; Le Roy et al, 2016; Kumar y Goel,
2019; Durazzo et al,, 2019; Vanholme et al, 2019):

- glic6sidos: mono-, di- y trisacaridos

- polialcoholes: glicerol y mio-inositol

- aminoacidos, aminas y otros grupos nitrogenados: putrescina, espermidina, tiramina o
espermina, DOPA, tript6fano, glutatién, serotonina, colina.

- lipidos: 4cidos grasos y esteroles.

- acido quinico: acido clorogénico (acido caféico + acido quinico), el acido hidroxicinamico
soluble mas abundante.

- acidos organicos: acido tartarico, acido malico, acido glucarico, acido fenilpiravico o algtin otro
acido hidroxicindmico (por ejemplo, acido fertlico con acido caféico o acido p-cumarico).

- acidos hidroxilados: acido rosmarinico (acido caféico + acido hidroxifenil lactico).

- acidos hidroxicindmicos de anillo cerrado: cumarinas.

Entre estas modificaciones, la glicosilacién parece ser una de las reacciones principales que ha
conducido no sélo al aumento en la cantidad de estructuras quimicas sino también a la
diversidad de sus propiedades (Le Roy et al, 2016). Ademas de prevenir a las células de la
potencial toxicidad de los fenilpropanoides en su forma aglicona, las modificaciones quimicas
también son importantes por la produccién de moléculas que ayudan a contrarrestar los efectos
de las especies reactivas de oxigeno. La actividad antioxidante se debe, sobre todo, a diversos
grupos hidroxilo y dobles enlaces insaturados presentes en las estructuras (Yu y Jez, 2008; Le

Roy et al, 2016).
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Aparte de su importancia como proveedores del esqueleto central de carbono para diferentes
metabolitos (‘fenilpropanoide-derivados’), los fenilpropanoides estan implicados en diversos
procesos fisiolégicos, pues se ha documentado que algunos pueden incluso dirigir el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Vanholme et al, 2019). Por otro lado, se ha reportado
que las paredes celulares de los pastos se caracterizan por contener grandes cantidades de
acido fertlico y cumadrico. En estas especies, el acido fertlico se encuentra unido a lignina,
polisacaridos y proteinas estructurales. El acido fertlico también se encuentra presente en las

paredes celulares de muchas dicotiled6neas, aunque en menor cantidad (Le Roy et al, 2016).

Los fenilpropanoides son vitales en los procesos de adaptacién de las plantas a su ambiente,
por ejemplo, sirviendo como protectores contra la radiacion UV. Este rasgo es especialmente
importante, ya que se considera que el desarrollo de moléculas con este tipo de propiedad
permitié a las primeras plantas terrestres (probablemente briofitas) poblar ambientes
diferentes a los acuaticos, previniendo y contrarrestando los dafios generados por la radiaciéon

solar (Cheynier et al, 2013; Le Roy et al, 2016).

Un hecho adicional de suma importancia es que el anillo aromatico en la estructura de los
fenilpropanoides les permite atravesar membranas celulares para poder ejercer sus
actividades biolégicas, por lo que muchos farmacos son derivados de compuestos fendlicos (por

ejemplo, el acido acetilsalicilico) (Yu y Jez, 2008).

2.2.1 Feniletanoide glicésidos

Los feniletanoide glicosidos (PhGs por sus siglas en inglés, Phenylethanoid glycosides) son un
grupo de compuestos fenolicos solubles en agua. Estructuralmente consisten en un elemento
hidroxifeniletil (alcohol fenetilico, C¢-C, €j. tirosol e hidroxitirosol) unido a una -glucopiranosa
o B-alopiranosa (aunque lo mas comun es encontrar glucopirandsidos, ya que la apariciéon de
alopiranésidos en el reino vegetal es muy rara, con compuestos identificados aislados
unicamente en Magnolia officinalis; Xue y Yang, 2016) mediante un enlace glicosidico (Figura
4). Con frecuencia, esta estructura central es enriquecida con multiples grupos sustituyentes,
como acidos aromaticos (por ejemplo, los acidos hidroxicindmicos cindmico, p-cumarico,
caféico, ferulico y sindpico) y varios azlcares (por ejemplo, ramnosa, xilosa, apiosa, glucosa,
galactosa, lixosa y arabinosa) unidos a la glucosa central mediante enlaces éster o glicosidicos,

respectivamente. De hecho, a los PhGs compuestos por uno o mas grupos
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fenilpropilo se los denomina ‘fenilpropanoide glicésidos’ (Jiménez y Riguera, 1994; Fu et al,

2008; Xue y Yang, 2016).

En general, la gran mayoria de los PhGs contienen menos de cuatro azicares en sus moléculas;
es comun encontrar uno en el carbono C-3 de la glucosa central, siendo la L-ramnosa el
sustituyente mas popular en esta posicion (Fu et al, 2008). Por otro lado, entre los acidos
aromaticos mas frecuentes se encuentran los acidos caféico, ferulico, cumarico, vanilico,

siringico y gdlico (Fu et al, 2008; Xue y Yang, 2016).

Enlace
glucosidico

R3
R

R, |

|

B-glucopiranosa hidroxifeniletil

Figura 4. Estructura central de los feniletanoide glic6sidos. Consisten de un elemento hidroxifeniletil (verde) unido
a una (-glucopiranosa (azul) mediante un enlace glucosidico (rojo). A esta estructura se unen usualmente multiples
sustituyentes, como acidos hidroxicinamicos y/u otros azicares (R4-7).

*Modificada de Xue y Yang, 2016.

Aunque los feniletanoide glic6sidos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, su
produccion sobresale en algunas familias, por mencionar algunas: Labiatae, Verbenaceae,
Oleaceae, Plantaginaceae, Lamiaceae, Orobanchaceae, Acanthaceae, Asteraceae, Bignoniaceae,
Buddlejaceae, Gesneriaceae y Scrophulariaceae (Ghisalberti, 1994; Jiménez y Riguera, 1994; Fu
et al, 2008). En ellas, estos compuestos han sido aislados de raices, hojas, corteza y partes

aéreas (Fuetal, 2008).
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La sintesis de estos compuestos, al igual que la mayoria de los compuestos de naturaleza
fenodlica, empieza en la ruta del shikimato (Figura 2), con la generacion de los aminoacidos
aromaticos fenilalanina y tirosina, siendo este dltimo precursor del grupo alcohol fenetilico
(tirosol e hidroxitirosol) de los PhGs, el cual puede ser sintetizado via tiramina y/o DOPA,
dependiendo de la especie (Ellis, 1983; Saimaru y Orihara, 2010; Hu et al, 2011a; Torrens-
Spence et al,, 2018; Zhou et al, 2020). La glicosilacién de estos compuestos es regulada por la
accion combinada de glicosiltransferasas, por ejemplo, las UDP-glicosiltransferasas (UGPs)
(catalizan la transferencia de azucares de moléculas donadoras hacia moléculas receptoras
especificas como otros azucares, lipidos, proteinas o moléculas pequefias como
fenilpropanoides) y glucdsido hidrolasas (Le Roy et al, 2016; Torrens-Spence et al, 2018; Zhou
et al, 2020). En cuanto a las moléculas accesorias, como por ejemplo los acidos
hidroxicinamicos, tienen su origen en la ruta general de los fenilpropanoides (Ellis, 1983;
Saimaru y Orihara, 2010; Hu et al, 2011a; Torrens-Spence et al, 2018). En el caso de los
azucares accesorios, en la mayoria de los casos se desconoce su procedencia, incluso el de la
glucosa central (y tampoco se conocen las enzimas y genes comprometidos en su biosintesis).
En realidad, hay pocos ejemplos de PhGs cuya ruta biosintética haya sido completamente

dilucidada (Torrens-Spence et al, 2018; Zhou et al,, 2020).

Al igual que muchos otros metabolitos secundarios, la diversidad estructural de los PhGs se
traduce en la gran variedad de actividades bioldgicas que se reportan, incluyendo: actividad
antiinflamatoria, antihipertensiva, antioxidante, antiedad, antibacterial, antiviral, antitumoral,
citotoxica, efectos analgésicos, inmunomoduladores, hepato- y neuroprotectores, asi como
potenciadores de la memoria, entre otras (Jiménez y Riguera, 1994; Fu et al, 2008; Xue y Yang,
2016). Todo ello hace a los PhGs moléculas particularmente atractivas para el desarrollo de

farmacos.

2.2.1.1 Verbascosido

El PhG verbascosido (sin. actedsido, kusaginina) fue aislado por primera vez de Orobanche
rapum-genistae en 1924 y se le llamo6 “orobanchina” (Bridel y Charaux, 1924). En ese trabajo se
mostro que los componentes glucosa, ramnosa y el acido caféico representaban la mayor parte
de la estructura. Posteriormente el compuesto fue aislado de diferentes especies pertenecientes

al orden Lamiales (por ejemplo, Verbascum sinuatum, Syringa vulgaris,
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Conandron ramoidiodes y Cleodendron trichotomum) aunque en cada caso fue nombrado como
si se tratase de compuestos diferentes. Hasta que la estructura del verbascésido fue definida

por completo se demostrd que se trataba del mismo compuesto (Alipieva et al, 2014).

2.2.1.1.1 Distribucion bioldgica

El verbascésido es una molécula ampliamente distribuida, de hecho, es uno de los
fenilproetanoide glicésidos (éster disacarido del acido caféico) con mayor distribucién en el
reino vegetal (Molgaard y Ravn, 1988). Su sintesis no es especifica de algin 6rgano vegetal en
particular, ya que ha sido aislado tanto de partes aéreas (como tallos, corteza, hojas, flores y
frutos) como de partes subterraneas (como raices primarias y secundarias) en mas de 200
especies vegetales, pertenecientes a mas de 23 familias en muy variables concentraciones (He

etal, 2011; Alipieva et al,, 2014).

Se ha reportado al PhG verbascdsido como uno de los compuestos con mayor presencia en
muchas especies del género Buddleja (Mahlke et al, 2009). Por mencionar algunas, Buddleja
cordata (Avila et al, 1999), B. globosa (Pardo et al,, 1993), B. parviflora (Arciniegas et al,, 1997),
B. yunanesis (Liao et al,, 1999), B. scordioides (Acevedo et al, 2005), B. davidii, B. americana, B.
madascariensis, B. asiatica, B. purdomii, B. officinalis, B. brasiliensis, B. salviifolia (referencias en

He et al, 2011; Alipieva et al, 2014).

2.2.1.1.1.1 Buddleja cordata Kunth, planta medicinal productora de verbascésido

Buddleja cordata Kunth (Scrophulariaceae, antes Lamiaceae), en México cominmente conocida
como ‘tepozan’, es una especie dioica que dependiendo de las condiciones puede desarrollarse
como un arbusto o como un arbol, midiendo de 1 a 20 m de altura. Su distribucion es amplia en
el territorio mexicano, desde los estados del norte, Sinaloa, Chihuahua y Durango, hasta los
estados del sur, Oaxaca y Chiapas (Acevedo et al,, 2000; Aguilar-Rodriguez et al,, 2006). Debido
a su amplia distribucién (crece en un amplio rango de habitats, como bosques nubosos de abeto
y pino-roble, valles de altura, matorrales desérticos con cactus y mezquite o con juniperos), y a
su alta tolerancia ecoldgica (gracias a que sus semillas son facilmente dispersadas por el viento
coloniza con facilidad lugares abiertos tan heterogéneos como grietas, huecos entre las rocas,

superficies planas, areas de cultivo, entre
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otros muchos puntos en zonas urbanas), la variacidn en los rasgos morfoldgicos, fisiologicos y
genéticos de B. cordata es extremadamente elevada (Mendoza, 2003; Aguilar-Rodriguez et al,

2006).

2.2.1.1.1.1.1 Usos e importancia para la poblacion de México

En la medicina tradicional mexicana se tienen registros sobre su empleo para diversas
enfermedades. Sus hojas, corteza y raices han sido muy empleadas en el tratamiento de heridas
o enfermedades de la piel, infecciones gastrointestinales, trastornos del higado y rifiones,
hemorragias nasales, reumatismo, calambres musculares y dolores de cabeza (Martinez, 1989;
Acevedo et al, 2000). Ademas, se le atribuye efecto antibiodtico, analgésico, eupéptico, diurético
y antiséptico. Como pesticida, el extracto acuoso de la planta es utilizado como repelente del
gusano cogollero, contra algunas enfermedades de animales, forraje complementario de
ganado ovino, caprino y vacuno y también para la restauracién ecoldgica, ya que produce una

gran cantidad de materia organica (Ortiz, 1996: Mendoza, 2003).

En el noreste de México, los indios tarahumaras de Chihuahua le llaman el arbol “matowi” o
“wasala”. Este grupo étnico emplea las hojas, madera y corteza no solo para el tratamiento de
enfermedades de la piel e inflamaciones, sino también como medicina ritual para el tratamiento

de males como el miedo y la pérdida del alma (Acevedo et al, 2000).

2.2.1.1.1.1.2 Fitoquimica

Trabajos previos referentes a las propiedades fitoquimicas de la especie han reportado la
identificacion de metabolitos pertenecientes al grupo de los compuestos fendlicos como
flavonoides, fenilpropanoides y feniletanoide glicdsidos; pero también otro tipo de compuestos
como sesquiterpenos, iridoides y esteroides (Acevedo et al, 2000). La mayor parte de estos
grupos quimicos han sido identificados también en otras especies pertenecientes al género

Buddleja (Houghton y Mensah, 1999; Khan et al,, 2019).
Entre los componentes aislados e identificados en B. cordata se hallan los metabolitos
secundarios del tipo fenilpropanoide, aislados principalmente de partes aéreas, como los acidos

hidroxicinamicos: p-cumarico, caféico, ferulico y sinapico, el PhG verbascésido y el
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flavonoide linarina (Houghton y Mensah, 1999; Houghton et al, 2003). Las propiedades
terapéuticas de la planta se han asociado principalmente con los compuestos del tipo
fenilpropanoide, por presentar una o varias de las siguientes actividades: parasiticida,
antimicrobiana, analgésica, antiviral, antiproliferativa o citotdxica, antihipertensiva,
antioxidante, antipirética y antiinflamatoria (Houghton y Mensah, 1999; Acevedo et al, 2000;
Houghton et al, 2003). También se han identificado metabolitos del tipo terpenoide, como el
sesquiterpeno buddledina A, con actividad pesticida y antiftingica, o el iridoide aucubina, con
actividad antibacterial y antioxidante (Houghton y Mensah, 1999; Houghton et al, 2003; Khan
etal, 2019).

2.2.1.1.2 Estructura

La estructura del verbascésido ha sido dilucidada por técnicas espectroscopicas de resonancia
magnética nuclear (Ghisalberti, 1994; Saimaru y Orihara, 2010). Estd compuesto por cuatro
elementos: acido caféico, glucosa, ramnosa e hidroxitirosol (Figura 5). El azicar ramnosa se
une al carbono Cz de la glucosa central mediante un enlace glicosidico, la molécula de acido
caféico esterifica al C4 de la misma, mientras que la molécula de hidroxitirosol forma un enlace

glicosidico con el C1 (Ghisalberti, 1994; Saimaru y Orihara, 2010).
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Figura 5. Estructura quimica del metabolito verbascésido. Estd compuesto por cuatro elementos: una molécula de
glucosa como compuesto central a la cual se une una molécula de ramnosa; mediante un enlace éster se une una
molécula de acido caféico y una molécula de hidroxitirosol se une mediante un enlace glicosidico.

2.2.1.1.3 Actividades biolo6gicas

Diversos estudios relacionados con las acciones bioldgicas y farmacoldgicas del verbascésido
han demostrado que posee una gran cantidad de propiedades interesantes, por mencionar
algunas es un potente inhibidor de la proteina cinasa C, tiene actividad antioxidante, antibiética,
antiviral, analgésica, antihipertensiva, antiinflamatoria, actividad hepatoprotectora,
antinefritica, citotoxica, ademds de propiedades protectoras contra padecimientos
neuroldgicos como Alzheimer y Parkinson (referencias en: Ghisalberti, 1994; Duynstee et al.,
1999; Kawada et al,, 1999; He et al, 2011; Alipieva et al, 2014).

En 2005, Feng et al. demostraron que el verbascosido promueve la reparacién de la piel y
aminora la inflamacién de esta, debido a su capacidad antioxidante (por eliminar especies
reactivas de oxigeno), quelante de hierro y de induccion de la accidn de las enzimas glutation

S-transferasas. Campo et al. (2012) reportaron que ejerce actividad inhibitoria en la
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agregacion de plaquetas humanas. Recientemente ha sido demostrado su efecto anti-obesidad
(Wu et al, 2014). En afios mas recientes se ha investigado mucho con el fin de esclarecer los
mecanismos moleculares de accién del compuesto en las actividades antes reportadas, por
ejemplo, su actividad anti-tumoral (efecto inhibidor de las proteina cinasa C, Cheimonidi et al,
2018) o ante dafios hepaticos (Cui et al, 2018), pero también para dar soporte a la base sobre
su potencial uso como agente terapéutico para el tratamiento contra diabetes (Morikawa et al,
2014), neuropatias (Amin et al,, 2016), leishmaniasis (Maquiaveli et al, 2016), neumonia (Zhao
etal, 2016), fatiga muscular (Zhu et al, 2016), glioblastoma (Jia et al, 2018; Hwang et al, 2019),
osteoartritis (Qiao et al, 2019), esclerosis multiple (Li et al, 2020), ademas, su actividad
fotoprotectora ante radiacién ultravioleta ha sido recientemente reportada (Gémez-Hernandez
etal, 2021). En algunos casos se le ha sefialado como un pro-fairmaco, ya que algunos estudios
farmacocinéticos han sefialado a los compuestos derivados de la hidroélisis del verbascdsido
(principalmente por la accién del microbioma intestinal) por ejemplo, hidroxitirosol, acido
caféico y acido hidroxifenilpropiénico, como las moléculas responsables y/o complementarias
de actividades bioldgicas relacionadas con la prevencion del estrés oxidativo e inflamacién,

entre otras (Cui et al, 2018 y referencias ahi).

Por otro lado, ha sido reportada su aplicacion en cosméticos, nutracéuticos y alimentos
funcionales para el tratamiento de estrés oxidativo relacionado con muchos padecimientos
humanos (Cardinali et al, 2012). Por ello, en conjunto con sus multiples actividades
terapéuticas y sobre todo a la aparente inexistencia de efectos téxicos en términos de fisiologia
celular (Cheimonidi et al, 2018), el verbascésido se considera una molécula importante a nivel

industrial.

2.2.1.1.4 Sintesis y biosintesis del verbascésido

La sintesis quimica total del verbascdsido fue reportada con un mes de diferencia primero en
los Paises Bajos (Duynstee et al, 1999) y posteriormente en Japén (Kawada et al, 1999).

La biosintesis del compuesto es una historia inconclusa que inici6 hace tiempo, con trabajos
que involucraron el uso de precursores radioactivos en Syringa vulgaris (Ellis, 1983), Cynara
acolymus (Andary e Ibrahim, 1986), Olea europea (Saimaru y Orihara, 2010) y de inhibidores
especificos en Cistanche deserticola (Hu et al, 2011a), gracias a los cuales se demostr6 que la

molécula de hidroxitirosol deriva de la tirosina mientras que el acido caféico a partir de
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fenilalanina, por la ruta general de los fenilpropanoides, siendo la via del acido shikimico el
punto de partida (génesis de aminoacidos aromaticos) (Figura 2). Las enzimas/genes de los
primeros pasos en la sintesis del compuesto se conocen como las implicadas en la ruta general
de los fenilpropanoides, algunas de las cuales han sido ampliamente estudiadas como la
fenilalanina amonio liasa (Alipieva et al, 2014). En tiempos recientes, se han llevado a cabo
muchos trabajos transcriptémicos enfocados en la identificacién de genes/enzimas implicadas
en la sintesis del compuesto o de compuestos relacionados (como el salidrésido, un fendlico
derivado de la tirosina, Torrens-Spence et al, 2018) con el objetivo final de dilucidar
completamente la ruta biosintética del verbascdsido (Zhou et al, 2016; Wang et al., 2017; Zhang
et al, 2019). Las enzimas/genes y rutas propuestas hasta ahora, han sido resumidas por Zhou
et al. (2020) (Figura 6a). Por otro lado, recientemente, Park et al. (2020) propusieron un
modelo metabdlico diferente, resultante del analisis genémico de Abeliophyllum distichum
empleando el recurso bioinformatico MetaPre-Al, en el cual a partir de secuencias genémicas
identifica y compara con bases de datos de secuencias nucleotidicas, aminoacidicas y
filogenéticas, presentando como resultado la reconstruccion in silico de una ruta biosintética,
en su caso la del verbascésido (Figura 6b). En cualquier caso, a pesar de los avances sobre las
principales rutas involucradas en la biosintesis de verbascésido (por ejemplo, a) ruta general
de los fenilpropanoides: de fenilalanina a acido caféico (Figura 2); b) ruta del salidrésido: de
tirosina a tiramina a tirosol (4-hidroxifeniletilalcohol) a salidrésido; c) ruta del hidroxitirosol:
de tirosina a DOPA a dopamina a hidroxitirosol) asi como de la identidad de algunas enzimas
involucradas (por ejemplo, PAL, C4H, ademas de las referidas por Park et al, 2020 y Zhou et al,

2020), aun hay detalles por esclarecer.
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Figura 6. Propuestas de ruta de biosintesis de verbascdsido, a) Figura 1 en Zhou et al, 2020 y b) Figura 2 en Park et
al, 2020.
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2.2.1.1.5 Produccién biotecnoldgica de verbascosido

Considerando el amplio rango de actividades biol6gicas reportadas en la literatura para este
compuesto, desde hace tiempo existe un considerable interés en la producciéon de PhGs en
general, y de verbascésido en particular. El primer reporte sobre la produccién del
verbascoésido, y de hecho de cualquier PhG a partir de células vegetales, fue descrito por Ellis
en 1983. A la fecha se encuentra disponible una gran cantidad de referencias sobre la
produccién biotecnolégica de este metabolito, que ademas de producirse como compuesto
principal, en algunos casos su produccion esta asociada al crecimiento como en especies de
Aphelandra (Nezbedova et al, 1999), Eremophila (Ellis, 1983), Syringa (Inagaki et al, 1991),
Tecoma (Antognoni et al, 2012) y Buddleja (Estrada-Zuiiiga et al, 2009). Entre los sistemas in
vitro reportados con éxito para la produccion de verbascésido destacan:

- callos vegetales (Estrada-Zuaifiiga et al., 2009);

- cultivo de células en suspension (Ellis, 1983; Inagaki et al, 1991; Szabo et al, 1999; Antognoni
etal, 2012; Krzyzanowska et al, 2012; Liu et al,, 2018b; Temporiti et al,, 2020);

- cultivo de embriones en suspension (Shohael et al., 2008);

- cultivo de raices en suspension (Lee et al,, 2015; Piatczak et al, 2016).

En algunos casos, se ha reportado el incremento en la produccién del compuesto mediante
estrategias biotecnolégicas, como:

- la manipulaciéon de la composicion nutricional y de los RCVs (Inagaki et al, 1991; Wysokiniska
y Rozga 1998; Cheng et al, 2005a; Estrada-Zuiiga et al, 2009);

- adicidén de elicitores de origen fungico (Luy Mei, 2003; Cheng et al, 2005b y 2006);

- adicién de acido jasmoénico y sus derivados como metil jasmonato (MeJa) (Nezbedova et al,
1999; Szabo et al,, 1999; Krzyzanowska et al, 2012; Antognioni et al,, 2012; Shohael et al, 2008;
Piatczak et al, 2016);

- adicion de elicitores abioticos (elementos raros de la tierra) (Ouyang et al, 2003);

- adicién de precursores metabdlicos como aminoacidos (Ouyang et al, 2005a; Liu et al., 2007a;

Hu et al, 2014; Liu et al, 2018b).

Especialmente, la biosintesis de fenilpropanoides se encuentra entre las actividades
metabdlicas que con mayor frecuencia es inducida tras el tratamiento de tejidos o células
vegetales cultivadas con elicitores como el metil jasmonato, el cual se ha reportado que puede

inducir la expresién de genes de respuesta al ataque de patdgenos y heridas, incluyendo a
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aquellos relacionados con la sintesis de metabolitos secundarios protectores (Antognoni et al.,
2012). Se ha demostrado que la elicitacion con Me]a sobrerregula la actividad de la enzima PAL
y de otras enzimas cruciales en la ruta general de los fenilpropanoides (Figura 2)

(Krzyanowska et al, 2012).

Por otro lado, los metabolitos secundarios que son sintetizados por las rutas del shikimato y
por la ruta general de los fenilpropanoides (Figura 2) producen una serie de compuestos
intermediarios, incluyendo la L-fenilalanina, L-tirosina, L-triptéfano, acido cindmico y sus
derivados, acidos hidroxicinamicos, los cuales han sido empleados como precursores con éxito
en la sintesis de PeGs, asi como en la sintesis de otros compuestos (Ouyang et al,, 2005a; Liu et

al, 2007ay b).

Estrada-Zuiiga et al. (2009) establecieron cultivos celulares de B. cordata productores de los
fenilpropanoides verbascosido, linarina y acidos hidroxicinamicos (acidos cumarico, caféico,
fertlico y sindpico). La induccién mas alta de callo (76.4-84.3%) fue obtenida en cinco
tratamientos con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D: 0.45-9.05 pM) en combinacién con
cinetina (KIN: 2.32, 4.65 uM). El verbascoésido fue el principal fenilpropanoide producido en los
cultivos in vitro (callo verde y callo blanco) (66.24-86.26 mg/g peso seco [PS]), mientras que la
produccién de linarina y de los acidos hidroxicinamicos fue baja (0.95-3.01 mg/g PS). La linea
de callo blanco, que presenté mayor acumulacion de fenilpropanoides que la de callo verde, fue
establecida como sistema en suspension. La produccién de verbascésido y linarina fueron
mejoradas en cultivos de células en suspension (116 mg/g PSy 8.12 mg/g PS, respectivamente).
Los autores propusieron que, con base en trabajos previos, seria posible obtener mayores
concentraciones de verbascésido probando estrategias biotecnolégicas, lo cual ademés puede

contribuir al control y dilucidacion de su ruta biosintética.
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I1L. JUSTIFICACION

Las plantas sintetizan una amplia gama de metabolitos especializados, frecuentemente con
estructuras complejas y diversas. In planta, estos compuestos significan una ventaja ante
condiciones biolégicas y/o ambientales adversas; por otro lado, muchos de estos compuestos
son importantes para el desarrollo humano, siendo una fuente de nutrientes y debido a sus
importantes actividades bioldgicas (por ejemplo, como base para muchos medicamentos)
(Oksman-Caldentey e Inze, 2004; Kolewe et al, 2008; Wilson y Roberts, 2012; Yue et al, 2016;
Kessler y Kalske, 2018; Marchev et al, 2020). Debido a que la sintesis quimica de la gran
mayoria de dichos compuestos no es econémicamente factible, en la actualidad son extraidos
directamente de plantas silvestres o cultivadas, poniendo en riesgo su disponibilidad y
prevalencia (Kolewe et al, 2008; Atanasov et al,, 2015; Marchev et al, 2020). Alternativamente,
el cultivo de células vegetales in vitro ha demostrado ser una alternativa ttil para la produccién
biotecnoldgica de algunos metabolitos de interés. No obstante, a la fecha ha tenido un éxito
comercial limitado, debido sobre todo a la falta de conocimiento referente a los procesos
biosintéticos completos de dichos metabolitos (Wilson y Roberts, 2012; Yue et al, 2016;
Marchev et al., 2020).

El verbascésido es un metabolito secundario con una amplia variedad de funciones bioldgicas
reportadas y cuya sintesis quimica completa no resulta costeable. Como parte de la solucién a
la gran demanda del compuesto, previamente se han establecido cultivos in vitro de callo y de
células en suspension de Buddleja cordata productoras del compuesto; sin embargo, las
concentraciones obtenidas no son suficientes para satisfacer las necesidades farmacoldgicas e
industriales de dicho producto. Por lo anterior, en este trabajo se plantea como primera
estrategia, incrementar la produccion del compuesto en cultivos de células en suspensién de B.
cordata mediante a) elicitaciéon con metil jasmonato, b) alimentacién de los cultivos con L-
fenilalanina como precursor y ¢) mediante la acciéon combinada de metil jasmonato y L-
fenilalanina. Como segunda estrategia, se plantea determinar algunas de las enzimas clave
implicadas en la ruta biosintética del verbascdsido mediante el uso de inhibidores, para
posteriormente clonar y silenciar una de dichas enzimas y poder evaluar su efecto sobre la
producciéon del metabolito. Finalmente, se contempla analizar y comparar los perfiles
metabdlicos generados por los cultivos tratados con metil jasmonato, L-fenilalanina e

inhibidores.
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En su totalidad, esta propuesta debera generar una mayor comprension de la biosintesis del
verbascosido, asi como de otros compuestos relacionados y, en caso posible, este conocimento

podria permitir incrementar su produccion en cultivos celulares en suspension de B. cordata.
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IV. HIPOTESIS

Emplear estrategias biotecnolédgicas relacionadas con el incremento en la produccion
de metabolitos secundarios en cultivos celulares in vitro por ejemplo, la adiciéon metil
jasmonato, fenilalanina y/o su combinacién, aumentard el rendimiento en la
produccién del compuesto verbascosido en cultivos de células en suspension de B.

cordata.

Emplear estrategias de tipo quimico (inhibidores enzimaticos) y molecular (clonacion
de genes de interés) permitira dilucidar algunas enzimas involucradas en la biosintesis

del metabolito secundario verbascdésido.

El estudio del papel del gen pal permitira optimizar la produccién de verbascdsido en

cultivos de células en suspension de B. cordata.

El analisis comparativo de los perfiles metabdlicos generados por los cultivos celulares
tratados con metil jasmonato, L-fenilalanina e inhibidores permitira profundizar el
conocimiento sobre la naturaleza quimica de otros metabolitos producidos por células

en suspension de B. cordata.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

® Aumentar la produccion del metabolito secundario verbascésido en cultivos de células

en suspension de B. cordata mediante estrategias biotecnolégicas y determinar algunas

enzimas clave involucradas en la biosintesis del compuesto.

® Profundizar el conocimiento sobre la naturaleza quimica de otros metabolitos

producidos por células en suspensién de B. cordata.

Objetivos particulares

1.
2.

Restablecimiento de la linea celular de B. cordata como sistema en suspension
Incrementar la produccion de verbascésido en cultivos de células en suspension de B.
cordata mediante:

v' Elicitaciéon con metil jasmonato (Me]a)

v Alimentacion con L-fenilalanina (L-Phe) como precursor

v Combinacién de L-fenilalanina y metil jasmonato

Dilucidar las vias mediante las cuales se obtienen los residuos de acido caféico e
hidroxitirosol del verbascésido en B. cordata mediante inhibidores enzimaticos:
v' Acido 2-aminoindan-2-fosfénico (AIP, inhibidor de la enzima fenilalanina amonio
liasa [PAL, EC 4.3.1.24])
v' Metil tirosina (AMPT, inhibidor de la enzima tirosina hidroxilasa, EC 1.14.16.1)
v" Benserazida (inhibidor de la enzima DOPA decarboxilasa, EC 4.1.1.28)

Clonacién del gen pal (Bcpall) de B. cordata y comprobacién del gen y su producto con

las bases de datos.

Transformacidén de B. cordata con el gen Bcpall:

v Silenciamiento del gen Bcpall

Analisis de perfiles metabdlicos putativos de células en suspension de B. cordata
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VI. MATERIALES

6.1 Material vegetal

El cultivo celular de B. cordata fue proporcionado por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Ha sido mantenido en
medio de induccién (ver Anexo), de acuerdo con Estrada-Zuiiiga et al. (2009): medio basal MS
al 50% (ver Anexo), suplementado con 2,4-D 0.45 pM y KIN 2.32 uM; 30 g L-1 de sacarosay 2 g
Lt de Phytagel como gelificante, ademas de 100 mg L-! de acido citrico y 150 mg L de 4cido
ascorbico como antioxidantes. El pH del medio fue ajustado a 5.8 con NaOH y HCI 1 N antes de
ser esterilizado en autoclave a 121°C durante 18 min. Los cultivos fueron incubados a 26 + 2°C
con un fotoperiodo de 16 h de luz, usando lamparas fluorescentes de luz blanca con una

intensidad de 50 pmol/m?2s1,

6.2 Cepas microbianas

Escherichia coli DH5a. Es una cepa no patégena ampliamente usada para la manipulacion de
ADN. Es altamente transformable (hasta 5 x 108 transformantes/pg de ADN) y permite la
seleccién por a-complementaciéon (Rodriguez-Quifiones y Benedi, 1993). Su genotipo es F-
80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 endA1l recAl hsdR17 (rK-, mK+) deoR thil phoA supE44
A- gyrA96 relAl (Al-Allaf et al, 2013).

6.3 Vectores de clonacion

pGEM-T easy vector system I (Promega, Madison, WI, EUA), es un vector linealizado con una
timidina Gnica en ambos extremos 3’. Las T’s salientes en el sitio de insercidn incrementan en
gran medida la ligacién de los productos de PCR, previniendo la recircularizacion del vector y
proveyendo un nucleétido cohesivo complementario para los productos de PCR generados por
ciertas polimerasas termoestables (por ejemplo, Taq polimerasas). Las reacciones de ligacién y
de transformacién fueron llevadas a cabo siguiendo los protocolos recomendados por el

proveedor (www.promega.com).
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VII. METODOS

7.1 Cultivos celulares en suspension de B. cordata
7.1.1 Establecimiento de cultivos en suspension

Se iniciaron los cultivos en suspension a partir de la linea proporcionada mediante la
transferencia de 3 g de callo (peso fresco, PF) dentro de una campana de flujo horizontal a
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de induccién previamente estériles.
Posteriormente, los cultivos fueron colocados en un agitador orbital a 110 rpm (Modelo: AGO
31-31, Grupo SEV-PRENDO S.A. de C.V., México) e incubados a 26 + 2°C con un fotoperiodo de
16 h de luz, usando lamparas fluorescentes de luz blanca con una intensidad de 50 pmol/m2st.
Con la finalidad de propagar la biomasa y llevar a cabo subsecuentes experimentos, se llevaron

a cabo subcultivos cada 18 dias.

7.1.2 Cinéticas de crecimiento

Tras varios ciclos de subcultivo, una vez que se observaron cultivos homogéneos y con
caracteristicas similares a la linea a partir de la cual fueron restablecidos, se infirié su
estabilidad mediante la estimacion de varios parametros de crecimiento: tiempo de duplicacién
(td), velocidad especifica de crecimiento (u) e indice de crecimiento (IC) durante tres ciclos

continuos de subcultivo (Bourgaud y col., 2001).

Se efectuaron mediciones de peso fresco y peso seco (PS) en 15 intervalos distribuidos a lo
largo de 30 dias de cultivo. Las mediciones efectuadas en cada intervalo fueron obtenidas por
triplicado (n=3). Los calculos se llevaron a cabo de acuerdo con Godoy-Hernandez y Vazquez-

Flota (2012).

El indice de crecimiento (IC) es una estimacion relativa de la capacidad de crecimiento de una
linea celular, provee informacién sobre la biomasa inicial y la biomasa ganada, siendo esta

ultima la diferencia entre la biomasa final (Xr) y la biomasa inicial (Xo):

Xp — Xo

IC =
Xo
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La velocidad especifica de crecimiento (u) se define como el aumento en el crecimiento de la
biomasa de una poblacién celular por unidad de concentracion de biomasa. Se calcula durante
la fase exponencial de crecimiento, cuando el crecimiento en la poblacién celular se ajusta a la

siguiente ecuacion lineal:

InX = ut + InX,

InX — InX,
H=—""7T—"

donde Xj es la biomasa inicial y X es la biomasa en el tiempo t.

El tiempo de duplicaciéon (td) se refiere al tiempo necesario para que ocurra la

duplicacion de la biomasa en una poblacion celular:

en donde u representa la velocidad especifica de crecimiento.

7.2 Incremento en la produccion de verbascésido

Con la finalidad de incrementar la produccion de verbascésido (asi como mayores cantidades
de ARN mensajero), se probaron dos estrategias biotecnoldgicas de cultivo de tejidos vegetales

en cultivos en suspension de B. cordata:

a) alimentacion de los cultivos con L-fenilalanina (L-Phe) como precursor,

b) elicitacién con metil jasmonato (Me]a).

Los compuestos fueron adicionados a cultivos celulares de B. cordata preparados en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de inducciéon en dos momentos: i) en la etapa
temprana de la fase exponencial y ii) durante la etapa tardia de la fase exponencial. Los cultivos

fueron colocados en un agitador orbital a 110 rpm e incubados a 26 + 2°C con un

59



fotoperiodo de 16 h de luz, usando lamparas fluorescentes de luz blanca con una intensidad de

30 pumol/m?2st,

7.2.1 Alimentacion de los cultivos con L-fenilalanina como precursor

Soluciones stock de L-Phe (Sigma-Aldrich Co., USA) (20.2, 40.4, 60.6 mM) fueron preparadas
con agua Milli-Q (18.2 MQ.cm) y posteriormente esterilizadas mediante filtracién con
membrana (Millipore, Nylon 0.22 pm). Para evaluar los efectos de diferentes concentraciones
de L-Phe (0, 200, 400 y 600 pM); 0.5 mL de cada solucién stock fueron adicionados
individualmente a cultivos celulares de B. cordata. Después de adicionar el precursor, la
biomasa proveniente de dos matraces diferentes fue colectada en intervalos de 2-dias durante
19 dias de cultivo. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Se efectuaron mediciones
de PF y PS en cada muestra, ademas de evaluarse la produccién de verbascosido mediante

HPLC. El tratamiento 0.0 uM L-Phe (sélo agua) sirvié como control.

7.2.2 Elicitacidon con metil jasmonato

Soluciones stock con concentraciones de 5.05, 10.1, 20.2, 50.5 mM fueron preparadas mediante
la disolucién de MeJa (Sigma-Aldrich Co., USA) en etanol absoluto y esterilizadas mediante
filtracion con membrana (Millipore, Nylon 0.22 um). Posteriormente, 0.5 mL de cada solucién
stock fueron afiadidos de forma individual a cultivos celulares de B. cordata para evaluar el
efecto de diferentes concentraciones finales de MeJa (0, 50, 100, 200 y 500 uM). En cada caso,
muestras de biomasa (n=2) fueron colectadas alas 0, 12, 24 y 48 h después de la elicitacion. Se
efectuaron mediciones de de PF y PS en cada muestra, ademas de evaluarse la produccién de
verbascésido mediante HPLC. El tratamiento 0.0 uM MeJa (s6lo etanol) sirvié como control. Los

experimentos se realizaron por triplicado.

7.2.3 Efecto combinado de L-fenilalanina y metil jasmonato

Una vez que se determinaron las condiciones mas favorables para aumentar la produccién de
verbasco6sido con a) L-Phe como precursor y b) elicitacién con MeJa, se determiné el efecto de

la combinacidn de estas, sobre la produccién de verbascésido y biomasa. Por tanto, se
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llevaron a cabo dos experimentos independientes: i) L-Phe 600 uM y MeJa 50 uM fueron
adicionados durante la etapa tardia de la fase exponencial y ii) L-Phe 600 uM fue adicionado
durante la etapa tardia de la fase exponencial y una vez que los cultivos llegaron al dia 19 de
cultivo, MeJa (50 uM) fue adicionado. En cualquier caso, la biomasa y la producciéon de
verbascésido se evaluaron 24 y 48 h después de que ambos compuestos fueron adicionados a

los cultivos celulares de B. cordata.

7.3 Dilucidacion de enzimas involucradas en la sintesis de verbascosido mediante el uso

de inhibidores

7.3.1 Acido 2-aminoindan-2-fosfénico (AIP, inhibidor de la enzima fenilalanina amonio

liasa [PAL, EC 4.3.1.24])

El inhibidor AIP fue diluido con agua Milli-Q para ser aplicado en concentraciones finales de 10,
40 y 100 uM. Las diluciones fueron esterilizadas mediante filtracion con membrana (Millex-GP
0.22 um). El inhibidor (0.5 mL) fue incorporado al medio de cultivo al momento de la inoculacién
(to); posteriormente, la biomasa proveniente de dos matraces diferentes fue colectada en
intervalos de 2-dias durante 14 dias de cultivo. Se colecté una muestra adicional a los 21 dias
de cultivo (tz1). Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. El tratamiento 0.0 uM AIP
(s6lo agua) sirvié como control. El inhibidor fue sintetizado en el Laboratorio del Dr. Eduardo

Gonzalez Zamora, de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.

7.3.2 Metil tirosina (AMPT, Sigma-Aldrich Co., USA, un inhibidor de la enzima tirosina
hidroxilasa, EC 1.14.16.1).

7.3.3. Benserazida (Sigma-Aldrich Co., USA, inhibidor de la enzima DOPA decarboxilasa,
EC 4.1.1.28).

Siguiendo la metedologia descrita por Saimaru y Orihara (2010), después de dos semanas de
cultivo en suspension (tis), se afiadieron al medio de cultivo los dos inhibidores, de forma
independiente, en una concentracién final de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mM de AMPT y de 0.0, 0.5,2.0 y
3.0 mM de benserazida. Los compuestos fueron previamente esterilizados mediante filtracion
con membrana (Millex-GP 0.22 um). Después de administrar los inhibidores (0.5 mL), los

cultivos fueron incubados durante dos semanas adicionales, luego de las cuales, las células
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fueron colectadas y preparadas para su analisis. Los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado. Un tratamiento al cual inicamente se le afiadi6é agua (0.0 mM de inhibidor), sirvio

como control.

7.4 Procedimientos analiticos
7.4.1 Extraccion de fenilpropanoides y preparacion de estandares

Las muestras colectadas en cada experimento (peso fresco, 2 g) fueron deshidratadas dentro
de una estufa a 50-55°C durante dos dias. Muestras deshidratadas (0.02 g PS) fueron extraidas
con metanol en ebullicién (10 mL) durante 1 h, posteriormente filtradas y aforadas a 10 mL. Se
prepararon soluciones stock de los estdndares (0.2 mg mL-1) de los &cidos hidroxicinamicos:
acido caféico, p-cumadrico, trans-cinamico, ferulico y sindpico (Sigma-Aldrich Co., USA).
Igualmente, de verbascosido (Extrasynthese, Francia) y linarina (Extrasynthese, Francia). A fin
de obtener curvas de calibracidn, se llevaron a cabo diluciones de cada solucidn stock (30, 20,
17,15, 7, 3, 0.4 pg mL1) empleando metanol como solvente. A cada muestra, asi como a cada
diluciéon empleada para construir las curvas, se le adicioné quercetina (5 pg mL1) como

estandar interno.

7.4.2 Cuantificaciéon de metabolitos por HPLC

Las condiciones del HPLC fueron llevadas a cabo de acuerdo con Estrada-Zufiiga et al. (2009),
con algunas modificaciones: fase movil compuesta de una solucion de acido acético al 2% (v/v)
(solvente A) y acetonitrilo (solvente B), un volumen de inyeccién de 20 pL, un flujo de 1.0 mL
min- y una longitud de onda de 330 nm para su deteccion con MWD (detector de longitud de
onda multiple (por sus siglas en inglés Multiple Wavelenght Detector). Se utiliz6 como
gradiente: 20 min, 100-75% A; 3 min 75-25%, 5 min 75-0% A, 5 min 1-100% y finalmente 2
min de post-corrida. La temperatura de la columna y del horno fue mantenida a 40°C. Para la
deteccidon, identificacién y cuantificacion de cada fenilpropanoide en las muestras se
construyeron curvas de calibracién a partir de las dreas de los picos correspondientes a los
tiempos de retencion (TR) de los estdndares. Cada muestra fue inyectada tres veces. El programa
OpenLAB (version A.01.05 Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) fue empleado para

analizar los datos cromatograficos.
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7.4.3 Velocidad especifica de produccion y productividad

La velocidad especifica de producciéon (gp) se calculé de acuerdo con Godoy-Hernandez y
Vazquez-Flota (2012). Este parametro estima la produccién de un metabolito en una poblacién
celular por unidad de concentracién de producto. Cuando la produccién estd asociada al
crecimiento, gp se calcula durante la fase de crecimiento. Al igual que en el caso de la velocidad

especifica de crecimiento, la produccidn se ajusta a una ecuacion lineal:

InP = ut + InP,

_Inp — Inp,
B t

en donde Py es el producto inicial y P es el producto en el tiempo t.

La productividad se calculé de acuerdo con Scragg (1995). La productividad en una poblaciéon
celular (g de producto L1 de cultivo por dial) es el resultado de la suma de su velocidad de

crecimiento, rendimiento (acumulacién de producto) y acumulacién de biomasa.

7.4.4 Andlisis estadistico

Todos los datos fueron evaluados mediante andlisis de varianza de una variable (ANOVA), la
comparacion de medias se realiz6 usando la prueba de Tukey-Kramer con un 5% de nivel de
probabilidad para todos los experimentos. Los andlisis se llevaron a cabo con el software

estadistico NCSS v.12 (Wireframe Graphics, Kaysville, UT, USA) (Hintze, 2001).

7.5 Analisis metabolémico

Una vez determinadas las condiciones dptimas para, por un lado, aumentar la produccién de
verbasco6sido mediante la adicién de a) L-fenilalanina y b) metil jasmonato y, por otro lado, las
condiciones para interrumpir quimicamente la produccién de verbascésido, esto es mediante
c) benserazida (inhibidor de la enzima DOPA decarboxilasa, EC 4.1.1.28) y d) acido 2-

aminoindan-2-fosfénico (AIP, inhibidor de la enzima fenilalanina amonio liasa [PAL, EC
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4.3.1.24]), se realizd el siguiente experimento. Muestras celulares de las cuatro condiciones,
cada una con su respectivo control, fueron colectadas (aproximadamente 2 g PF) y
deshidratadas dentro de una estufa a 50-55°C durante dos dias. El proceso se llevé a cabo bajo
condiciones estériles, con la finalidad de no contaminar las muestras. Posteriormente, las
muestras fueron colectadas en tubos Eppendorf de 2 mL estériles (aproximadamente 0.2 g PS).
Las muestras fueron enviadas para extraccién y andlisis de compuestos de naturaleza
polifendlica/lipidos complejos mediante CSH-QTOF MS (West Coast Metabolomics Center,
UCDavis, CA, EUA).

7.5.1 Analisis de perfiles metabdlicos
7.5.1.1 Extraccion de metabolitos

De acuerdo con las especificaciones de la compaiiia, brevemente, 30 + 2 mg (PS) de muestra fueron
colocados en tubos tipo Eppendorf de 2.0 mL, posteriormente, se adicioné 1 mL de metanol
frio/agua 80:20 (v/v). Los tubos fueron colocados en vortex brevemente (~10 s), luego, las
muestras fueron homogenizadas dos veces en un equipo Geno Grinder 1500 durante 30 sequndos.
A continuacion, los tubos fueron centrifugados en una microfuga durante 3 min a 14, 000 rpm.
Una alicuota de 550 ul fue colocada dentro de tubos de andlisis y desecados en un concentrador

al vacio Centrivap.

7.5.1.2 Espectrometria de masas
7.5.1.2.1 Instrumento y condiciones analiticas

La deteccion de masas se llevo a cabo en un cromatégrafo de liquidos Agilent (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado con una bomba binaria G42204, un
automuestreador G42264, acoplado a un detector hibrido quadrupolo/tiempo de vuelo (LC/MS
Q-TOF) G6530A4, con fuente de ionizacion electroespray ESI.

La fase mdévil consistié de una solucién de acetonitrilo 60% (v/v) (solvente A) e isopropanol
(solvente B), un volumen de inyeccion de 3.0 uL, un flujo de 0.5 mL min -1. El gradiente empleado

para la fase mévil se muestra en el Anexo, Figura 1.
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7.5.1.2.2 Adquisicion y analisis de datos

Los datos fueron adquiridos y procesados mediante el programa MassHunter Qualitative
Analysis software (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Los datos obtenidos fueron
analizados empleando MS-Dial (Tsugawa et al., 2015). Primero, los archivos con extension ‘.D’
fueron convertidos a ‘MZML’ usando el convertidor Abf
(https://www.reifycs.com/AbfConverter/). Para el procesamiento de datos, se emplearon los
parametros por default del programa MS-Dial (ver Anexo, Figuras 2-7), excepto para la
deteccion de picos, que fue ajustada para cada muestra. Posteriormente, con base en la altura
relativa maxima a la altura promedio de los blancos se llevé a cabo la reduccion de blancos.
Después, mediante MS-FLO (http://msflo.fiehnlab.ucdavis.edu/#/), se verificé la presencia de
los duplicados potenciales e isotopos, los cuales fueron eliminados en caso de confirmacion.

Finalmente, los espectros MS/MS fueron analizados antes de combinar los aductos.

Se llevo a cabo un primer andlisis de datos en Excel, posteriormente, los metabolitos presentes
en mas del 50% de las muestras se analizaron con MetaboAnalyst5.0 (www.metaboanalyst.ca,
Xia et al,, 2009). También, en la misma plataforma se llevo a cabo el enriquecimiento de datos
para proceder al andlisis funcional de metabolitos por comparacién de masas con compuestos
de Arabidopsis thaliana en la plataforma Kegg (https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html/ath),
PubChem de NCBI (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) y HDBM (The Human Metabolome
Database, https://hmdb.ca/) y entonces generar los perfiles metabdlicos putativos de células

en suspension de B. cordata.

7.6 Dilucidacion de enzimas involucradas en la sintesis de verbascosido mediante

procedimientos moleculares
7.6.1 Extraccion de ADN gen6mico (ADNg)

La extraccién de ADNg se llevo a cabo de acuerdo con Cenis (1992), con algunas modificaciones.
Brevemente, la biomasa proveniente de cultivos elicitados con MeJa (50 pM) adicionada en el
to de cultivo con un tiempo de exposicidn de 48 h (aproximadamente 100 mg [PF] previamente

macerada en mortero con N» liquido), fue resuspendida con 500 pL de
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buffer de lisis (ver Anexo) y homogeneizada en vortex. Posteriormente, se adicionaron 150 pL
de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 a cada uno de los tubos y se mezcl6 por inversion suave de 4 a
6 veces. Con el propdsito de favorecer la precipitacion de carbohidratos y proteinas
contaminantes, los tubos se mantuvieron a -20°C durante 10 minutos tras los cuales fueron

centrifugados en una microfuga a 14,000 rpm durante 6 min.

El sobrenadante se colect6 en un tubo nuevo y se anadié un volumen igual de isopropanol (~
600 pL), se mezclé suavemente por inversion y se dejé incubar a temperatura ambiente durante
5 min. Después, los tubos fueron centrifugados en una microfuga a 14,000 rpm durante 2 min,
el sobrenadante fue descartado y el botén se lavé con 1 mL de etanol al 70% (v/v), y
posteriormente con 1 mL de etanol absoluto. El exceso de etanol dentro del tubo se retir6 con

ayuda de una pipeta Pasteur y se dej6 secar totalmente dentro de una campana de extraccién.

Finalmente, el boton fue resuspendido con 50 pL de agua Milli-Q estéril. El ADNg fue lavado y
purificado mediante intercambio idnico empleando columnas con membrana de silice del kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA), de acuerdo con las

instrucciones del proveedor (www.promega.com).

Con el fin de verificar la integridad del ADNg obtenido, se realizé una electroforesis en gel de

agarosa al 0.7% (p/v). Las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.

7.6.2 Extraccion de ARN mensajero (ARNm)

La biomasa de un cultivo celular de B. cordata (biomasa proveniente de cultivos elicitados con
Me]Ja (50 uM) adicionada en el ¢s de cultivo con un tiempo de exposicion de 48 h) fue transferida
atubos estériles tipo Falcon de 15 mL y centrifugada a 4000 rpm durante 15 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue descartado y la biomasa fue congelada y macerada con N; liquido

en un mortero previamente estéril y frio. Se colocd
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aproximadamente 100 mg de macerado dentro de tubos tipo Eppendorf de 2 mL previamente

congelados con N; liquido. Los tubos fueron almacenados a -70°C hasta su uso.

La biomasa de cada tubo fue resuspendida con 1 mL de Trizol (Ambion, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) y posteriormente homogeneizada vigorosamente en vértex. La mezcla se
dejo reposar durante 5 min a temperatura ambiente, transcurridos los cuales se agregaron 200
uL de cloroformo y se mezclé vigorosamente en vortex. Los tubos se mantuvieron en reposo
durante 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugé en una microfuga a 4°C y 12,000 rpm
durante 15 min. La fase acuosa fue recuperada en tubos nuevos (~600 pL) a partir de la cual el
ARN fue precipitado mediante la adicién de 0.5 volimenes de etanol absoluto frio mezclando

inmediatamente por inversidn.

Después el ARNm fue lavado y purificado mediante intercambio iénico empleando columnas
con membrana de silice del kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison,
WI, EUA) de acuerdo con las instrucciones del proveedor (www.promega.com). Brevemente, la
mezcla (~650 pL) fue transferida a una columna de silice (previamente colocada dentro de un
tubo adaptador), se centrifugd en una microfuga a 10,000 rpm durante 15 s. Posteriormente, la
membrana fue lavada con 500 pL de solucién de lavado de membrana, se centrifugé a 10,000
rpm durante 1 min. Después, la columna fue transferida a un tubo tipo Eppendorf nuevo (1.5
mL), el RNA fue eluido con 30 pL de agua libre de RNAsas (Milli-Q/DEPC) la cual fue adicionada
poco a poco dentro de la columna tratando de humectar la mayor superficie posible de la
membrana; se mantuvo durante 2 min a temperatura ambiente y se centrifugé durante 1 min a

10,000 rpm. Se llevé a cabo una segunda elucién.

Con el fin de verificar la integridad del ARN obtenido, se realizé una electroforesis en gel de

agarosa al 0.7% (p/v). Las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.

7.6.3 Obtencion de ADN complementario (ADNc)

La amplificacién en este caso se consigue mediante PCR tras transcripcién reversa (RT-PCR),

dos reacciones que tienen lugar en un mismo tubo: en primera instancia se da la transcripcién
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reversa y a continuacion la amplificaciéon por PCR. Comuinmente se le denomina reaccion ‘one-
step’. Para tal accion se empled el kit SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, EUA) siguiendo las especificaciones del proveedor

(www.thermofisher.com).

7.6.4 Clonacion del gen PAL de Buddleja cordata (BcPAL)

Se realiz6 una busqueda de secuencias de nucle6tidos del gen pal, asi como de secuencias de
aminoacidos de la proteina PAL de especies cercanas a Buddleja cordata en la base de datos
GenBank del servidor NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), en este caso de especies
pertenecientes al orden Lamiales. Posteriormente, tanto las secuencias nucleotidicas como
aminoacidicas fueron alineadas individualmente con Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Con base en sitios conservados fueron disefiados
los siguientes primers degenerados para la amplificacién de un fragmento del gen pal mediante

una PCR anidada:

Nombre del primer Secuencia (5’ - 3’)

PALBCFD+ (F1) GCN WSN GGN GAY YTN GTN CCN YTN WSN TAY
PALBCFD  (F2) GCN WSN GGN GAT CTN GTK CCN CTN WSN TAY
PALBCRD+1 (R1) RTANCKRTCYTG YTT NGG YTT YTG NAR NGG RTC
PALBCRD1 (R2) RTANCKATCYTG YTT NGG YTT YTG NAG NGG ATC
PALBCRD+ (R3) RTG RTGYTT NARYTT RTG NGT NAR RTG RTC
PALBCRD (R4) RTG RTG YTT NAG YTT RTG NGT NAG RTG ATC

El producto de la amplificacién de un primer fragmento del gen BcPAL fue purificado con el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA), ligado al vector pGEM
y clonado en células de E. coli DH5a. Los plasmidos de células exitosamente transformadas

(verificado mediante PCR de colonia) fueron purificados con el kit Wizard SV Gel and PCR
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Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA) enviados a secuenciacion (Macrogen, Corea,

www.dna.macrogen.com). Con base en la secuencia resultante se disefiaron los siguientes

primers:

Nombre del primer Secuencia (5’ - 3’)

PAL-Flup 5'- MGG ATG GTG GAG GAG TTC AGG AAG -3'
PAL-R1dw 5'- CTA GCA GAT AGG NAG AGG WTC ACCATT CC-3'
PAL-F2nes 5'-TCA AGG CYA GCA GYGAYT GGG TTATGG A -3'
PAL-R2nes 5'-VACYTG CCT CAG YTT CTG CAT CAANGG GTA G -3'

Los cuales fueron empleados para amplificar las regiones 5’ y 3’ del gen BcPAL usando como
molde ADNc y el kit RACE (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EUA), siguiendo las instrucciones

del proveedor (www.sigmaldrich.com).

Ademas de los primers:

Nombre del primer Secuencia (5’ - 3’)

GSP1 5'-TTT ATG TGT GAA GTG ATC CGT G -3'
GSP2 5'-GGC TTT CCG TTC ATA ACT TCA GCG A -3'
GSP3 5'- AAA GCC GTT GGT CCG AA -3’

GSP4 5'- GGG AAT CCC TTA GCG CCG A -3'

Los cuales fueron empleados para amplificar las regiones 5’ y 3’ del gen BcPAL usando como
molde ADNg y el kit Universal Genome Walker 2.0 (Clontech, Takara Bio, EUA) siguiendo las

instrucciones del proveedor (www.takarabio.com).

Los fragmentos amplificados obtenidos usando tanto ADNc como ADNg, fueron purificados con
el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, W1, EUA), ligados al vector
pGEM y clonados en células de E. coli DH5a. Los plasmidos de células exitosamente
transformadas fueron purificados con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,

Madison, WI, EUA) y enviados a secuenciaciéon (Macrogen, Corea, www.dna.macrogen.com).
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7.6.5 Clonacion de los productos de PCR en el vector pGEM y transformacion de E. coli

DH5a

Se llevé a cabo la ligacion de cada uno de los productos de PCR purificados en el vector
linealizado pGEM-T Easy Vector System [ (Promega, Madison, WI, EUA), siguiendo las
instrucciones del proveedor. Posteriormente, los vectores ligados fueron empleados para
transformar células electrocompetentes de E. coli DH5a. Esta cepa fue utilizada para la
amplificacién de todas las construcciones plasmidicas. Su crecimiento se llevo a cabo en medio
liquido y sélido Luria Bertani (ver Anexo) a 37°C durante 16 h. Cuando se propagaron colonias
transformantes resistentes a algin antibiotico, los medios fueron suplementados con el
antibidtico correspondiente. Para conservarlas, las diferentes cepas provenientes de colonias

transformadas se almacenaron en glicerol al 40% (v/v) a -20°C.

7.6.6 TENS-Mini Prep

La obtencién de plasmidos (mini preps) se logré siguiendo la metodologia descrita por Zhou et
al. (1990): se seleccion6 una colonia bacteriana proveniente de una placa de agar LB con
ampicilina con 12-16 h de crecimiento y se dejo crecer en una placa nueva a 37°C toda la noche.
Se tomo6 un botén celular con un palillo y se resuspendi6 en 50 plL de agua estéril.
Posteriormente se adicionaron 300 uL de Buffer TENS (ver Anexo) con los cuales el botén fue
perfectamente resuspendido en vértex durante 2-5 s. Se adicionaron 100 pL de acetato de sodio
3.0 M, pH 5.2, y se resuspendi6 en virtex durante 2-5 s. La mezcla fue centrifugada en una
microfuga a 14000 rpm durante 2 min y el sobrenadante fue transferido a un tubo tipo
Eppendorf de 1.5 mL. Se adicionaron 900 pL de etanol absoluto frio y se mezcld por inversion,
después la mezcla fue centrifugada durante 2 min, el sobrenadante fue retirado. El1 botdn se lavo
dos veces con 1 mL de etanol al 70% (v/v), se centrifugd durante 2 min y el sobrenadante fue
retirado. En seguida se dejo6 secar dentro de una estufa a 65°C durante 10 min, entonces el boton
fue resuspendido con 100 pL de agua Milli-Q estéril. Finalmente, 10 pL de la muestra fueron

analizados en un gel de agarosa al 1% (p/v).
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7.6.7 Analisis de secuencias amplificadas

La secuencia de aminoacidos de la proteina fenilalanina amonio liasa de B. cordata ‘BcPAL’ fue
deducida y analizada con la herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Se
llevé a cabo un analisis BLAST en el servidor NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los
alineamientos multiples se realizaron con Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). La prediccién de la estructura secundaria de la
proteina fue obtenida con SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html). El modelado estructural 3D de la proteina

se realiz6 con Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) (Studer et al, 2020).

7.7 Silenciamiento del gen fenilalanina amonio liasa ‘pal’ en cultivos en suspension de

Buddleja cordata

7.7.1 Construccion del vector de silenciamiento para el gen fenilalanina amonio liasa

(pal) de Buddleja cordata (Bcpal)
La construccion del vector de silenciamiento del gen Bcpal se llevé a cabo en tres etapas:

1. Amplificacién de un fragmento de al menos 500 pb del gen a partir de ADN codificante
extraido de biomasa de cultivos en suspensién de B. cordata (biomasa proveniente de cultivos
elicitados con Me]a (50 uM) adicionada en el ¢y de cultivo con un tiempo de exposicion de 48 h
(GACGGGTGAAGCTCTCCATTCACTCCCATCGTCAAAGTCCTCTTAGCCACTTGGCTGACAGTGTTTT
TAACAGCAAGTCTCAAATTCTCCTCCAAATGCCTCAAATCAATGGCTTGGCAAAGAGCAATTAGGTA
AGTTGATGACATAAGCTTAAGAATATCCAAAGCCTCAGTTGTTTTCCTTGAAGAGATCAATCCCAA
TGAGTTAACATCTTGATTATGTTGCTCGGCACTCTGCACGTGGTTCGTGACTGGGTTAGCCAAGAAT
TGGAGCTCTGAACAGTACGACGCCATAGCGATCTCTGCCCCATTGAAACCATAGTCCAAGCTAGGGT
TCCTCCCACCCGAAAGATTAGATGGCAAACCATTGTTATAGAAATCATTAACTAGTTCAGAAAATT
GAGCAAACATCAATTTTCCAATAGATGCTATTGCCAATCTTGTATTGTCCATCGACACTCCGATAGG
CGTGCCTTGAAAGTTGCCACCATGTAAAGCCTTGTTTTTAGAAACATCGATCAAGGGGT).
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La amplificacion se llevé a cabo con la polimerasa Taq Platinum, con la siguiente mezcla de

reaccion:

- Platinum Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, EUA)
- 10X PCR Buffer -MgCl;

- MgCl; (50 mM)

- dNTPs (10 mM c/u)

- Primer 1 (10 uM)

- Primer 2 (10 uM)

Primers:

Nombre del primer Secuencia (5’ - 3’)

SilForward (SilF) GAC GGG TGAAGCTCT CCATT

SilReverse (SilR) ACCCCT TGATCGATGTTT CTAA

Empleando el siguiente programa:
Desnaturalizacidn inicial a 94°C durante 2 minutos seguido por 30 ciclos de desnaturalizaciéon
a 94°C durante 30 segundos, apareamiento a 60°C durante 30 segundos con extension a 72°C

durante 1 minuto. La extension final se llevd a cabo a 72°C durante 5 minutos.

2. El producto de 526 pb de la amplificacion por PCR fue empleado directamente para ser ligado
en el vector TOPO (pCR8/GW/TOPO, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, EUA):

Producto de PCR 2 uL

Solucidn salina 0.5 uL
Vector TOPO 0.5 uL
Volumen total 3 uL
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La mezcla fue homogenizada suavemente mediante pipeteo e incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente el total de la reaccién fue empleada para transformar
células competentes de E. coli Machl mediante choque térmico, de acuerdo con las
instrucciones del proveedor (con algunas modificaciones). Brevemente, el volumen total de
reaccion fue colocado sobre las células competentes ain congeladas e incubadas durante 30
minutos a 4°C, posteriormente a 37°C durante 1 minuto e inmediatamente se transfirié el tubo
a hielo. Se adicionaron 200 pL de medio SOC (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, EUA) y
se incub6 a 37°Cy 170 rpm durante 40 minutos. Posteriormente las células fueron plaqueadas
en cajas de Petri con medio LB adicionado con el antibi6tico estreptomicina (Sigma-Aldrich, San
Luis, Misuri, EUA) en una concentracion final de 50 ug/mL. Las cajas fueron incubadas a 37°C
durante toda la noche (16 h).

Al dia siguiente se seleccionaron al azar cinco colonias, las cuales fueron incubadas en medio
liquido LB adicionado con el antibi6tico estreptomicina (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EUA)
en una concentracion final de 50 pg/mL, para posteriormente llevar a cabo una extracciéon de
ADN plasmidico y verificar la incorporacion del fragmento de interés en el vector BcPalTOPO,
por un lado mediante PCR con los primers SilF y SilR y posteriormente por secuenciacién para

entonces continuar con los siguientes pasos en la construccion del vector de silenciamiento.

3. Una vez confirmada la construccion del vector BcPalTOPO mediante secuenciacion, se
construy6 el vector ‘BcPalGW80’ mediante una reacciéon de recombinacion tipo LR entre los
vectores BcPalTOPO y el vector Gateway binario vacio pGW80 (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, CA, EUA). La reaccion se llevo a cabo de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
La correcta construccion del vector BcPalGW80 fue verificada mediante secuenciacion

(Macrogen, Corea, www.dna.macrogen.com).

7.7.2 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Células electro-competentes de la cepa hipervirulenta AGL1 de A. tumefaciens (Lazo et al., 1991)
fueron transformadas con el vector BcPalGW80, de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Los cultivos control (vacios) y aquellos portadores del vector BcPalGW80 fueron
incubados en medio YEB (ver Anexo), adicionado con los antibi6ticos kanamicina (100 mg L-1)

y ampicilina (100 mg L-1); ademas, se adiciond estreptomicina/espectinomicina (100 mg L1
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para la seleccidon de transformantes. Las cepas fueron cultivadas a 28°C en oscuridad total

durante 2-3 dias.

7.7.3 Inoculacion, co-cultivo y seleccion de transformantes

Los procedimientos de inoculacién, co-cultivo y seleccién de transformantes se llevaron a cabo
con base en la metodologia reportada por Weir et al. (2001), con algunas modificaciones.

Aproximadamente 1 g en peso fresco de cultivos de B. cordata en fase exponencial
(aproximadamente 3 dias de cultivo) fue filtrado al vacio dentro de una campana de flujo
laminar con membranas estériles Whatman tamaio de poro 0.5 um. Posteriormente, el filtro
fue colocado sobre cajas de Petri con 25 mL de medio de crecimiento YEB suplementado con
los antibi6ticos kanamicina, ampicilina y estreptomicina, cada uno en una concentracién de 100
mg L1 Posteriormente, las células vegetales fueron impregnadas con 1 mL de una suspension
de A. tumefaciens a) vacias (control) y b) portadoras del vector BcPalGW80. Los indculos fueron
incubados durante 3 horas a temperatura ambiente. Después, en condiciones de esterilidad, las
membranas fueron transferidas a cajas de Petri con 25 mL de medio de induccién (ver Anexo).
El co-cultivo se llevd a cabo a 26 + 2°C en oscuridad durante 2-3 dias. Posteriormente, las
membranas fueron transferidas a cajas de Petri con medio de induccién suplementado con el
antibiético Meropenem (50 mg L-1) para inhibir el crecimiento microbiano; los cultivos fueron
incubados a 26 = 2°C con un fotoperiodo de 16 h de luz, usando lamparas fluorescentes de luz
blanca con una intensidad de 50 umol/m2s! durante una semana. Las membranas fueron
transferidas después a cajas de Petri con medio de induccion suplementado con el herbicida
glufosinato de amonio (20 mg L), con la finalidad de seleccionar las células transformantes
exitosas de B. cordata. Las células sobrevivientes fueron subcultivadas cada 21 dias en medio

de induccion.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 La linea celular de B. cordata reestablecida en suspension mantuvo la capacidad de

crecer rapidamente, asi como de producir en alta concentracion verbascoésido

El cultivo celular de B. cordata fue restablecido en suspension sin mayor complicacién. Fue
propagado con la finalidad de que la linea se readaptara al medio liquido y, ademas, que la
mayor cantidad de células posible estuviera en contacto con el medio de cultivo (ocupar la
mayor superficie de contacto), por lo que una vez que dejaron de observarse agregados
celulares (aproximadamente después de siete ciclos de subcultivo) se infiri6 su estabilidad. La
morfologia de las células en cultivo fue muy parecida a la descripcidn previamente reportada,
es decir, células blancas, friables, de rapida proliferaciéon (Estrada-Zuniga et al, 2009). Al
microscopio, usualmente se las observé formando cadenas integradas por aproximadamente 2
a 8 células, principalmente alargadas (Figura 7a), aunque también se las observ6 en forma

redonda, como se muestra en la Figura 7b.

Figura 7. Morfologia celular de B. cordata células cultivadas en suspensién. Cadenas integradas por
aproximadamente 2 a 8 células principalmente a. alargadas o en b. forma redonda. Las observaciones fueron
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realizadas a 100X. La tincion se llevo a cabo con colorante azul de Evans, para determinar la viabilidad celular (las
células azules son inviables).

Posteriormente, para determinar si las células eran o no adecuadas para llevar a cabo
experimentos sobre el incremeto de la produccién de verbascésido, se evalud la estabilidad de
la linea mediante la determinacién de pardmetros de crecimiento asi como el estudio analitico
de la produccién del compuesto, tomando en cuenta que, factores como la edad de los cultivos,
la densidad celular y el nimero de subcultivos, entre otros factores ambientales, han sido
reportados entre las principales causas que afectan el comportamiento del crecimiento, asf
como la actividad biosintética de los cultivos (Sierra et al, 1992; Bourgaud et al, 2001). Las
determinaciones se llevaron a cabo en dos etapas diferentes entre los ciclos de subcultivo, cada
una consistente de tres subcultivos continuos. En adelante, cada una de las etapas sera
denominada como ‘primera determinacién’ y ‘segunda determinacion’. Es importante
mencionar que desde el momento en que se inici6 el restablecimiento de la linea se procur6
controlar estrictamente la composicion del medio del cultivo, la cantidad de biomasa empleada

como indculo y la periodicidad con la que se llev6 a cabo cada subcultivo.

En lo referente a los parametros de crecimiento (u, td e IC), no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las tres cinéticas de la primera determinacidn, al igual que
ocurrid con las tres cinéticas correspondientes a la segunda determinacion; lo cual nos condujo
a pensar que, a pesar de ser una linea sometida a multiples ciclos de cultivo, su capacidad para
adaptarse con facilidad a un ambiente liquido de forma estable ha trascendido. No obstante, se
observaron algunas diferencias estadisticamente significativas al comparar las medias de los
pardmetros entre la primera y segunda determinacidén, indicando cambios en el patrén de
crecimiento de la linea en el interin. Se observé que con el tiempo ocurrié un incremento del
61% en la velocidad especifica de crecimiento (u= 0.103 * 0.015 d-! para la primeray 0.166 *
0.012 d! para la segunda determinacién). Se observé un comportamiento diferente en el
tiempo de duplicacidn, el valor medio de la primera determinacién fue 25% mas elevado en
relacion con el de la segunda (por ejemplo, td= 5.306 * 0.184 dias vs td= 4.192 * 0.315). Es
decir que, con el tiempo, la linea incrementd la velocidad para aumentar la biomasa (u) pero
disminuy¢ la tasa de division celular (td). Igualmente, con el tiempo, el indice de crecimiento

disminuy6 3%, IC= 4.780 * 0.012 para la primera y 4.647 * 0.048 para la segunda

determinacién (Tabla 4).
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Tabla 4. Parametros de crecimiento de la primera y de la segunda determinacién de la linea de B. cordata en
suspension. Los resultados son la media de tres réplicas + DS.

i Valor
Subcultivo Parar.ne‘tro de Primera Segunda
crecimiento determinacion determinacion
i (dia™) 0.102 0.153
Iro td (dias) 5.293 4.536
IC 4.766 4,588
i (dia™) 0.109 0.177
2do td (dias) 5.129 3.918
IC 4,787 4.706
i (dia™) 0.099 0.168
3ro td (dfas) 5.496 4.121
IC 4,787 4,647
i (dia™h) 0.103+0.015  0.166%0.012
Media td (dfas) 5.306:0.184  4.192+0.315
IC 4.780+0.012 4.647+0.048

Por otro lado, el perfil de crecimiento de la linea celular fue evaluado mediante la construccién
grafica de cinéticas de crecimiento (Figura 8). En ambas determinaciones, los cultivos
acumularon cantidades semejantes de biomasa (9.5 y 9.4 g PS L-1, respectivamente); no
obstante, se observaron diferencias significativas en la extension de las fases de crecimiento
(Tabla 5). En la primera determinacién (Figura 8a), la linea exhibié un patrén tipico de
crecimiento, muy semejante al reportado para la linea original (Estrada-Zuiiga et al, 2009).
Contrariamente, en la segunda determinacion (Figura 8b) los cultivos mostraron una fase
exponencial acelerada y, de hecho, practicamente no se observé fase lag. Ademas, la linea
alcanz6 el maximo crecimiento con mayor velocidad, en el dia 9 de cultivo, mientras que en la
primera determinacién ocurrio6 en el dia 15. Lo anterior indic6 que, con el tiempo, la linea dirigié

con mayor eficacia sus procesos metabolicos hacia el crecimiento y la viabilidad.

Tabla 5. Comparacién de la extension de las fases de crecimiento entre la primera y la segunda determinacién de la
linea de B. cordata restablecida como sistema en suspension.
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Determinaciones

Fase de crecimiento Primera Segunda
Duracion (dias)
Lag 3 0
Log 14 11
Estacionaria 6 7
Muerte 6 12

Crecimiento (g L'Y)

12

15 20 25
Tiempo (d)

30

14

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

Verbascdsido (g L)

Crecimiento (g L'})

12

Tiempo (d)

1.8

Verbascdsido (g L)
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Figura 8. Perfiles de crecimiento (azul) y de produccién de verbascésido (rojo) de la linea celular restablecida en
suspension de B. cordata. a. primera determinacion; b. segunda determinacidn. Los resultados son la media de tres
réplicas * DS.

Respecto a la produccién de verbascdsido, con base en los perfiles de produccién obtenidos
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (Figura 8), se determiné que a pesar del
tiempo transcurrido desde su génesis (Estrada-Zuiliiga et al, 2009), la linea conserva la
capacidad de sintetizar el compuesto, siendo ademas el metabolito mas abundante con un

tiempo de retencién (TR) de 15.5 minutos (Figura 9).
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Figura 9. Perfil cromatografico (HPLC, detector DAD 330 nm) de un extracto metandlico de una muestra de un
cultivo de células en suspensién de B. cordata. Sefialado en el cromatograma, (A) verbascdsido, (B) cumarina, (C)
estandar interno.

Por otro lado, debido a que los valores de velocidad especifica de produccién ‘gqp’ fueron
similares a los de velocidad especifica de crecimiento (qp= 0.127 + 0.011 dia! y u= 0.103 +
0.015 dia! para la primera determinaciéon y gp= 0.177 + 0.007 dia-l y u= 0.166 + 0.012 dia’!
para la segunda), se confirmé que la produccién del fenilpropanoide contintia vinculada al
crecimiento. Algunas diferencias se observaron entre las cinéticas de produccién obtenidas
parala primera y la segunda determinacién (Figura 8). Por ejemplo, en la tltima, la produccién
maxima del metabolito ocurrié del dia 9 al 21 de crecimiento (sin diferencias estadisticamente
significativas), mientras que en la primera determinacién ocurri6 del dia 15 al 25 (sin

diferencias estadisticamente significativas). Ademas, se observaron cambios
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estadisticamente significativos en la produccidén de verbascésido, por ejemplo, el nivel de
produccion fue 18% mayor en la segunda determinacién respecto a la primera determinacién
(1.43 £0.0945 g L1 (0.154 gg) y 1.21 £ 0.0286 g L1 (0.127 g g), respectivamente). En 2009, la
maxima produccidon del compuesto fue 1.44 g L1 (0.111 g g). Por otro lado, los valores de
velocidad especifica de produccién mostraron que la produccién de verbascésido ocurrié 39%
mas rapido en la segunda determinacion (gp= 0.127 + 0.011 dial y 0.177 + 0.007 dia?,
respectivamente). Ademas, también hubo diferencias respecto a la productividad del
compuesto (Tabla 6): para la primera determinacién, una combinacién de 9.5 g L-! de biomasa
maxima y un rendimiento de 12.73%, correspondid a una productividad de 0.08 g L-* dia* a los
15 dfas de cultivo. Para la segunda determinacion, 9.4 g L1 de biomasa y un rendimiento de
13.83% correspondi6 a una productividad de 0.14 g L-1 dia! a los 9 dias de cultivo. En el caso
de la linea original, una combinacién de 12.93 g L1 de biomasa y un rendimiento de 11.13%,
correspondi6 a un valor de productividad de 0.1 g L-1 dia'! a los 14 dias de cultivo. Es decir que
la productividad de verbascésido increment6 un 75% en la segunda determinacién respecto a

la primera y un 71% respecto a la linea original.

Tabla 6. Comparacion entre los datos de productividad de la linea celular de B. cordata durante la primera y segunda
determinacion, asi como los valores de la linea original (2009).

L Biomasa Tiempo Rendimiento Rendimiento Productividad
Determinacion 1 i 1 1 ae 1
@eL) (dias) (%) eL) (gL dia)
Primera 9.5 15 12.73% 1.21+0.0286 0.08
Segunda 9.4 9 13.83% 1.4340.0945 0.14
Linea en 2009* 12.93 14 11.13% 1.44 0.1

*Valores de ‘Linea en 2009’ de acuerdo con Estrada-Zuniga et al.,, (2009).

El empleo de cultivos celulares vegetales en suspensiéon para la obtenciéon de compuestos
quimicos derivados de plantas, es decir a modo de ‘fabricas verdes’ productoras de metabolitos
secundarios de importancia industrial, con frecuencia se ve limitado por la pérdida gradual de
viabilidad y/o de capacidades metabdlicas (por ejemplo, bajos rendimientos en la produccion
de compuestos), las cuales se deben principalmente a cambios epigenéticos que tienen lugar
durante el cultivo, especialmente tras largos periodos de cultivo (por ejemplo, de meses a afios).
A los cambios genéticos originados durante el cultivo in vitro se los denomina ‘variaciones

somaclonales’, las cuales en el peor de los casos conducen a la

80



reduccidn de biomasa y ala merma en la productividad de compuestos de interés (Scragg, 1995;
Phillips et al, 1994; Kolewe et al, 2008; Neelakandan y Wang 2012; Wilson y Roberts 2012;
Coppede et al, 2014). Se ha reportado que entre las aberraciones genéticas predominantes en
los cultivos de células vegetales estan: cambios en la estructura de los cromosomas, diferente
ndmero de copias de cromosomas, cambios en la secuencia de ADN, asi como amplificaciéon de
genes. Al parecer, los eventos que conducen a la ruptura de cromosomas, y en algunas ocasiones
al subsecuente intercambio o reunidn de fragmentos, parecen tener una importancia
fundamental (Lee y Phillips, 1988; Bairu et al,, 2011). Dos de los posibles origenes del rearreglo
cromosomal en el cultivo de tejidos son la replicacidon retardada de la heterocromatina y el
desbalance en la concentracion intracelular de nucledtidos; ademas, se menciona que perturbar
la sincronia entre la replicacién cromosomal durante la fase S y la divisién celular muy
probablemente resulte en alguna aberracién cromosomal (Lee y Phillips, 1988; Bairu et al,
2011). Por otro lado, se ha sugerido que eventos como la activacion de elementos transponibles,
el silenciamiento putativo de genes, ademas de una alta frecuencia en el patrén de metilaciéon
de secuencias de una sola copia pueden jugar un papel principal en la variaciéon somaclonal

(Bairuetal, 2011).

En algunos casos, se ha senalado al niumero de subcultivos y a la duracién de los mismos como
factores que incrementan la tasa de variaciones somaclonales, especialmente en cultivos
celulares en medio semisélido y en suspension (Bairu et al, 2011). Sin embargo, no en todas las
especies vegetales la prolongada duracién de los cultivos resulta en este tipo de modificaciones
genéticas: un claro ejemplo de ello es el caso de cultivos de brotes multiples de chicharo, los
cuales, aun después de ser mantenidos en cultivo durante un largo periodo de tiempo (24 afios),
se mantuvieron genéticamente estables en comparacién con el genotipo original (Smykal et al,
2007).

Bourgaud et al. (2001) establecieron que después de un intervalo de tiempo que puede variar
entre meses y afios, dependiendo de la especie, los cultivos pueden alcanzar cierta estabilidad
genética y entonces ser considerados como cultivos ‘homogéneos’. No obstante, lo anterior
implica que los cultivos pueden favorecer la producciéon estable de algin(os) compuesto(s) y
en cambio, dificultar la produccién de otros (Coppede et al,, 2014). Este podria ser el caso del
verbascosido en la linea celular de B. cordata, ya que en 2009 para ésta se report6 la produccién
de Aacidos hidroxicinamicos (acidos cumarico, caféico, ferulico y sindpico) asi como del

flavonoide linarina (Estrada-Zuiiiga et al., 2009), compuestos que en este trabajo no

81



fueron detectados mediante las condiciones de extracciéon y cuantificacion por HPLC. En
cambio, se detect6 la produccién de otros compuestos con TRs de: 3.0, 12.2,12.36, 13.47, 14.65,
16.53,17.0*%,17.65,18.05,22.57,22.71 y 22.86 minutos, de los cuales se identificé al compuesto
fenodlico cumarina* (Figura 9). Ademas, a 280 nm se detect6 un pico con un TR de 9.47, el cual
fue identificado como acido siringico. Cabe mencionar que, a la fecha, la produccién de ninguno
de estos nuevos compuestos identificados ha sido reportada para B. cordata ni para alguna

especie perteneciente al género Buddleja (Khan et al, 2019).

Es posible que al ser los 4cidos hidroxicinamicos derivados del dcido cinamico y este a su vez
precursor de fenilpropanoides como el verbascésido (Figura 2), su producciéon haya
disminuido en el caso de los 4cidos derivados del acido caféico (por ejemplo, los acidos ferulico
y sinapico) e inmediatamente ser incorporados a la produccidn de acido caféico en el caso de
los acidos precursores (por ejemplo, el dcido cumadrico) para poder ser ese acido caféico
incorporado al esqueleto del compuesto verbascdsido (Figura 5). En cuanto al compuesto
linarina, es probable que las condiciones de cultivo, en combinacién con los multiples ciclos de
subcultivo, actuaran negativamente en su produccion. Garcia-Mateos et al. (2005) reportaron
lareduccidn general en la produccién de alcaloides en cultivos celulares de Erythrina americana
como consecuencia de repetitivas rondas de subcultivo; contrariamente, se favorecié la

produccion del compuesto erisovina (un alcaloide).

Después de ser restablecida como cultivo en suspensidn, la linea celular de B. cordata pas6 por
una etapa de readaptacion (primera determinacién) hasta adecuarse totalmente a las
condiciones liquidas (segunda determinacién). La produccién de verbascosido de forma
continua y ademas asociada al crecimiento, persistié. Aun cuando la cantidad de biomasa
maxima disminuyé con respecto ala delalinea original (9.4 g L-1y 12.93 g L1, respectivamente),
la produccién maxima de verbascésido se ha mantenido estable con el paso del tiempo (1.43 g
L1y 1.44 g L1, respectivamente). Incluso, con base en los datos de productividad (Tabla 6), lo
hace con mayor eficacia (0.14 g L-* dia! y 0.1 g L1 dia‘!, respectivamente). Se observaron
diferencias minimas entre los subcultivos correspondientes a la primera y segunda
determinaciones, lo cual indic6 un alto grado de homogeneidad celular en la linea, con lo cual
se asegurd el poder usar la linea para llevar a cabo los siguientes objetivos planteados en este

trabajo.
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La estabilidad de la linea celular de B. cordata puede en parte ser explicada por su baja
tendencia a formar agregados. Se ha mencionado que en estas aglomeraciones celulares
usualmente la difusién de nutrientes y gases se limita a sélo algunas células (Dixon, 1985), lo
cual con frecuencia genera subpoblaciones celulares metabdlicamente heterogéneas (Hulst et
al, 1989; Naill y Roberts 2004 y 2005; Kolewe et al,, 2008; Wilson y Roberts 2012). En algunos
reportes, por el contrario, se ha planteado la induccién de agregados celulares como estrategia
para incrementar la produccion de productos de interés (Trejo-Tapia y Rodriguez-Monroy,
2007). Por otro lado, la plasticidad fenotipica de la linea puede ser un caracter inherente al
espécimen bioldgico a partir del cual fue establecida la linea. En la literatura se ha descrito la
persistencia de algunos rasgos en las células cultivadas in vitro que también son observables en
las plantas precursoras (Fountain et al, 2003; Kwiatkowska et al,, 2014), los tejidos altamente
diferenciados como raices, hojas y tallos generalmente producen mas variantes que los
explantes menos diferenciados (poseen meristemos pre-existentes, como tejidos inmaduros,
yemas auxiliares, nodos apicales) (Sharma et al, 2007). En el presente trabajo, la linea fue

originada a partir de explantes foliares inmaduros.

Al igual que las plantas que integran los diferentes ecosistemas terrestres, las células vegetales
cultivadas en laboratorio tienen la capacidad de alterar sus programas moleculares para
adaptarse a sus condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura, fotoperiodo, velocidad de
agitacion, composicidon del medio de cultivo) para incrementar su fitness y asegurar de este
modo su supervivencia (Fang et al, 2019; Kessler y Kalske, 2018; Wang et al, 2019). Se ha
sefialado que las condiciones de crecimiento in vitro pueden resultar extremadamente
estresantes para las células vegetales y pueden inducir procesos altamente mutagénicos (Bairu
etal, 2011). En los cultivos in vitro, esta capacidad de adaptacidon puede ser favorecida por los
reguladores de crecimiento vegetal (Tabla 2) (Neelakandan y Wang, 2012). Aunque, debido a
que los RCVs incrementan la tasa de division preferentemente en células genéticamente
anormales; la composicion genética de la poblacién celular puede, por lo tanto, ser influida por
los niveles relativos de ambos, auxinas y citocininas, actuando como un arma de doble filo

(Bairu et al, 2011).
En el caso particular de la linea objeto de estudio de este trabajo, la composicién del medio de

cultivo pudo tener un rol especialmente importante en el mantenimiento de la estabilidad de la

linea, que a su vez tuvo la predisposicidn de ajustar su programa genético (sobre todo
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cambios epigenéticos) en respuesta a la auxina sintética 2,4-D asi como a la citocina sintética
KIN (ambas adicionadas al medio de cultivo, en primera instancia para inducir la formacion de
callo y posteriormente para mantener esta morfologia y la produccién de verbascésido). Tanto
2,4-D como KIN tienen efecto sobre el ciclo celular; de entrada, en los cultivos in vitro: son
empleadas para inducir la desdiferenciacién celular, pero también se ha reportado que su
presencia es benéfica en la produccion de metabolitos secundarios como alcaloides, terpenos y
compuestos fenolicos (Miller et al, 1955 y 1956; Leguay y Guern 1975; Yang et al, 2002;
Raghavan et al, 2006; Barciszewski et al, 2007; Perrot-Rechenmann, 2010; Neelakandan y
Wang 2012; Kieber y Schaller 2014; Jamwal et al, 2017; Isah et al, 2018). Igualmente, se ha
sefialado a los reguladores de crecimiento vegetal como un factor determinante en la
produccion continua de metabolitos en cultivos mantenidos in vitro durante largos periodos de
tiempo (por ejemplo, afios). Sierra et al. (1992) reportaron que la produccién estable de
alcaloides en cultivos celulares mantenidos durante largos peridos de tiempo (dos afios) en
suspension de Tabernaemontana divaricate dependid principalmente del tipo y concentraciéon
de los reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo. Advirtieron que una
concentracion especifica de un regulador de crecimiento garantizaba un rendimiento de
produccion relativamente constante, el cual de veia afectado negativamente al hacer cambios
en el medio (por ejemplo, en los reguladores de crecimiento). De manera interesante, la
produccion era restablecida a sus niveles originales después de algunos subcultivos en el medio
de produccién original. Los autores concluyeron que no hubo cambios genéticos durante el
periodo en que los cultivos fueron mantenidos en suspension, o que al menos, la capacidad de
producir alcaloides en grandes cantidades se mantuvo. Es decir que, la determinacion de las
condiciones ambientales que confieran y promuevan el desarrollo de los procesos metabélicos
involucrados en la proliferacion y capacidad biosintética de las lineas celulares es fundamental

(Coppede et al, 2014; Jamwal et al, 2017; Isah et al,, 2018).

Generalmente, la extension del cultivo de células in vitro durante largos periodos de tiempo es
considerada perjudicial para la produccién industrial de compuestos bioactivos, debido a que
frecuentemente puede resultar en: descenso en la produccion de biomasa, patrones
inconsistentes o pérdida gradual de la producciéon de alguno o/y algunos metabolitos
secundarios, tal como ha sido el caso en la obtencién de antocianinas, alcaloides, taxanos, taxol
y resveratrol (Dubrovina y Kiselev, 2016; Le at al., 2019). No obstante, el exitoso empleo de

células y tejidos vegetales en cultivo durante largos periodos de tiempo para la produccién
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estable de compuestos organicos de importancia industrial también ha sido reportado. Por
mencionar algunos ejemplos, la producciéon de alcaloides en células en suspension de
Tabernaemontana divaricata (Sierra et al, 1992), betaxantinas en cultivos de callo de Beta
vulgaris (Trejo-Tapia et al, 2008), asi como la produccion de ginsenosidos en cultivos afiejos de

Panax ginseng (Le et al., 2019).

A pesar de que se observo en la linea restablecida de B. cordata, en comparacion con la linea
original la reduccién en el indice de crecimiento, asi como en la produccién maxima de biomasa,
ademas de la aparente pérdida o reduccion de la capacidad biosintética del flavonoide linarina,
la produccién de verbascésido ademas de continuar asociada al crecimiento persistié y el nivel
es comparable al de la linea original (1.43 g L1y 1.44 g L1, respectivamente). Le et al, (2019)
reportaron un comportamiento similar en cultivos mantenidos durante largos periodos de
tiempo (20 afios) de células en suspension de Panax ginseng; con el tiempo, la produccion de

biomasa disminuyd, pero la produccién de ginsendsidos permanecid constante.

8.2 La produccion de verbascdsido en cultivos en suspension de B. cordata aumento al

emplear estrategias biotecnolégicas
8.2.1 Alimentacidn de los cultivos con L-fenilalanina (L-Phe) como precursor

La aplicacion exdgena de precursores biosintéticos en el medio de cultivo, al inicio o durante el
periodo de cultivo, es un procedimiento biotecnolégico ampliamente usado para incrementar
el rendimiento en la produccién de compuestos bioactivos (Yue et al, 2016; Isah et al, 2018).
Los precursores son adicionados a los cultivos in vitro con la finalidad de incrementar la reserva
de sustratos a partir de los cuales las células vegetales fabricaran los metabolitos secundarios
(Namdeo et al, 2007; Wilson y Roberts, 2012; Yue et al,, 2016; Isah et al,, 2018). El aminoacido
L-fenilalanina tiene un papel importante como precursor en la biosintesis de feniletanoide
glicosidos (Figura 2), por lo que su aplicaciéon ex6gena para incrementar la producciéon de
verbascoésido en cultivos celulares en suspension de B. cordata se planteé como un objetivo
plausible. Durante el analisis del perfil de produccién de verbascésido de la linea celular, en la
segunda determinacion (Figura 8b) se detectaron niveles elevados del compuesto,

especialmente en dos momentos de la cinética de
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crecimiento: cuando las células entraron en la fase exponencial de crecimiento (tp) y cerca del
final de la misma fase (t9). Por esta razon, los dos tiempos referidos fueron seleccionados para
adicionar diferentes concentraciones de L-fenilalanina [0, 200, 400 y 600 uM] a cultivos
celulares de B. cordata y estudiar su efecto sobre el crecimiento celular y la produccién de
verbascésido. Unicamente, el tratamiento consistiendo de L-fenilalanina 600 uM causo efectos
significativos en la produccidn de biomasa y de verbascdsido por la linea celular y que, éstos a
su vez dependieron del tiempo de adicién del aminoacido (Figuras 10; adicion al ¢, y 11;
adicién al t9). Cuando el aminoacido fue adicionado en el ty, se advirti6 un cambio
estadisticamente significativo en la producciéon de biomasa, la cual disminuy6 10.5% (9.4 +
0.46 contra 10.5 * 0.11 para el control) después de 19 dias de exposicion (t19) (Figura 10a).
Por otro lado, también se notaron cambios estadisticamente significativos sobre la produccién
de verbascosido en diferentes tiempos de exposicion respecto a sus controles
correspondientes, por ejemplo: después de 5 dias de exposicion (¢5), en los cultivos tratados la
concentraciéon del compuesto fue 0.26 + 0.02 g L-1y 0.16 + 0.01 g -1 en el control; después de 7
dias de exposicidn (t7), 0.32 + 0.07 g L-1contra 0.21 + 0.02 g L-1; después de 9 dias de exposicion
(t9), 0.33 £0.016 g L't contra 0.22 + 0.03 g L'1; después de 11 dias (t11), 0.28 + 0.01 g L-1 contra
0.22 £ 0.01 g L-1; finalmente, después de 19 dias (t19), 0.43 + 0.01 g L-1contra 0.31 + 0.01 g L1
(Figura 10b).
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Figura 10. Perfiles de a. produccion de biomasa (linea azul, c,orresponde al control) y b. verbascdsido (linea azul
corresponde al control) de la linea restablecida en suspension de B. cordata después de adicionar L-Phe (600 uM)
en el dia 0 de cultivo (to). Las células fueron colectadas cada dos dias después de la alimentacién con el precursor.

Los resultados son la media de tres réplicas = DS. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
P< 0.05 en comparacién con el control.

La adicion del aminoacido en el t9 no tuvo efecto sobre la produccién de biomasa, ya que no
hubo diferencias estadisticamente significativas (Figura 11a). Una situaciéon contraria se
observd en cuanto a sus efectos sobre la producciéon de verbascosido (Figura 11b),
principalmente se observaron dos efectos estadisticamente significativos, el primero,
disminuy6 la produccion después de 2 y 8 dias de exposicidn (t1: y t17, respectivamente). Al ¢,
la produccion de verbascosido disminuyo6 14.7% (1.05 + 0.04 g L! contra 1.24 * 0.08 g L!
correspondiente al control), y 7.2% al ¢;7 (1.37 * 0.08 g L contra 147 = 0.01 g L1
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correspondiente al control). El segundo, fue un efecto positivo, luego de un tiempo de
exposicién de 10 dias (t19), la produccion del compuesto incrementé 130.7% (1.96 + 0.16 g L1

contra 1.50 * 0.04 g L1 correspondiente al control).
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Figura 11. Perfiles de a. produccién de biomasa (linea azul corresponde al control) y b. verbascésido (linea azul
corresponde al control) de la linea restablecida en suspension de B. cordata después de adicionar L-Phe (600 uM)
en el dia 9 de cultivo (t9). Las células fueron colectadas cada dos dias después de la alimentacién con el precursor.
Los resultados son la media de tres réplicas * DS. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
P< 0.05 en comparacion con el control.

Adicionalmente, se decidié evaluar el efecto del precursor [0, 200, 400 y 600 uM], aplicandolo

a los cultivos durante el dia 3 (¢3) de cultivo. El analisis estadistico mostraré que la produccion
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de biomasa fue significativamente afectada a través del tiempo y dependiendo de la
concentraciéon de L-Phe (Figura 12a). Después de 48 horas de exposicion (ts5), las
concentraciones 400 y 600 pM de L-Phe incrementaron en un 10.5% la produccién de biomasa
(1.211 £ 0.016 g L1 contra 1.064 + 0.03 g L-1); ademas la ultima concentracién increment6 en
un 4% la produccién de biomasa después de 8 dias de exposicidn (t;;) respecto al control (1.808
+0.016 g L't contra 1.740 = 0.03 g L-1). Todas las concentraciones afectaron negativamente la
produccién de biomasa después de 10 dias de exposicidn (t13), observandose una disminucion
promedio de 7.8% respecto al control (1.845 + 0.016 g L-1 contra 2.001 + 0.03 g L-1) (Figura
12a), aunque para L-Phe 400 uM la reduccion en la produccion de biomasa ocurrié desde el
sexto dia de exposicion y hasta el final del experimento (del t9 al t;9). Los cambios en la
produccion de verbascésido fueron estadisticamente significativos inicamente en el t; en el
cual todas las concentraciones probadas generaron un aumento del 10% en la produccidn del
compuesto respecto al control (0.422 + 0.016 g L-1contra 0.3156 + 0.03 g L-1), asi como bajo L-
Phe 600 uM después de 8 dias de exposicion en los cultivos (¢t17) el cual provoc6 un aumento del
40% de verbascoésido respecto al control (0.7710 = 0.016 g L-1 contra 0.5129 + 0.03 g L-1). Las
concentraciones 400 y 600 uM de L-Phe disminuyeron en un 14.5% la produccion del
metabolito después de 10 dias de exposicién (t19) (1.32 £ 0.016 g L-1 contra 1.5451 + 0.03 g 1)
(Figura 12b).
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Figura 12. Perfiles de a. produccion de biomasa y b. verbascésido de la linea restablecida en suspension de B. cordata
después de adicionar L-Phe en el dia 3 de cultivo (¢t3). Azul-control; rojo-200 pM; verde-400 uM; morado-600 pM. Las
células fueron colectadas cada dos dias después de la alimentacion con el precursor. Los resultados son la media de

tres réplicas + DS. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas P< 0.05 en comparacién con el
control.

Complementar el medio de cultivo con precursores de naturaleza aminoacidica durante la fase
exponencial de crecimiento con la finalidad de mejorar la produccién de PhGs ha probado ser
un recurso valioso en diversos sistemas vegetales in vitro, como aquellos derivados de la
especie Cistanche deserticola como se describe en el siguiente parrafo. Por ejemplo, la adicién
de L-Phe 200 uM a cultivos celulares de la especie durante el octavo dia de crecimiento

(correspondiente al inicio de la fase exponencial) tuvo un efecto positivo sobre la produccion
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de PhGs, con un incremento global del 75% respecto al control (Ouyang et al.,, 2005a). En
cambio, en otra linea celular de C. deserticola, Cheng et al. (2005a), reportaron como 6ptima la
adicién de L-Phe a una concentracién de 100 pM para aumentar la producciéon de PhGs en un
53.6%. Igualmente, Hu et al. (2014) probaron por separado los efectos de L-Phe y L-Tyr,
reportando un aumento del 130% después de adicionar L-Phe (1.5 mM) a cultivos en fase
exponencial. Por otro lado, la tirosina 750 uM tuvo un efecto positivo sobre la producciéon
general de PhGs (160%) mientras que, a una concentracién de 5 mM el efecto fue
particularmente significativo sobre la produccién de salidrésido, generando un rendimiento

extra del 400%.

Los efectos positivos del aminoacido aromatico L-Phe sobre la producciéon de PhGs, y en
particular de verbascésido, probablemente sean el resultado de su rol bioquimico en la
biosintesis de fenilpropanoides (Figura 2) (Ouyang et al, 2005a; Liu et al, 2018b). En un
estudio fundamental, mediante el uso de is6topos radioactivos de L-Phe, Ellis (1983) fue capaz
de rastrear los primeros pasos en la biosintesis de verbascdsido. Su estudio demostré que la
[14C]-fenilalanina era incorporada directamente al grupo cafeoil del compuesto (Figura 5). Se
sabe que el metabolismo de L-Phe es esencial en la biosintesis del acido trans-cinamico y sus
derivados acidos hidroxicinamicos que incluyen al acido caféico (Figura 2), por lo que su uso
como complemento de sustratos en el medio de cultivo puede impulsar la regulacién de una de

las rutas (ruta general de los fenilpropanoides) involucradas en la sintesisdel metabolito.

Por otro lado, la adicién exdgena de precursores puede resultar en efectos téxicos (Yue et al,
2016). En algunos casos, se ha reportado que también puede inducir la inhibicién metabélica
tipo feedback (por retroalimentacion) en algunas rutas biosintéticas (Ouyang et al, 2005a). En
apoyo a esas observaciones esta la inhibicién por producto (el producto de una reacciéon
enzimatica inhibe la actividad enzimatica) de la enzima PAL por el 4cido trans-cindmico (Zhang
y Liu, 2015). En este caso, la inhibicién transitoria de la enzima PAL podria explicar la
disminucion en la produccién del compuesto observada después de 2 (t1;) y 8 dias (t:7) cuando
el precursor fue adicionado en el ty a una concentracién de 600 pM (Figura 11b), sin embargo,
para dar por cierta esta premisa, habria que corroborarlo con estudios relacionados con la

actividad enzimatica de PAL.
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Como fue mencionado previamente, las concentraciones 200 y 400 uM no tuvieron efectos
estadisticamente significativos en lo referente a produccién de biomasa y/o verbascoésido
cuando fueron adicionadas al ty o al ty. En cambio, cuando fueron adicionadas al ¢t3
especialmente 400 pM tuvo un efecto principalmente perjudicial en el crecimiento (Figura
12a). Por otro lado, con L-Phe 600 pM unicamente se observd un efecto negativo después de
diez dias de exposicion (t19) cuando fue afiadido al ¢y». Debido a que la disminucién ocurri6
durante la fase estacionaria de crecimiento (Figura 8b), aparentemente no implic6 un efecto
toxico en las células, como pudo ser el caso de la concentracién 400 pM, cuyo efecto negativo se
observo durante una parte de la fase exponencial de crecimiento. En el caso de la concentracion
600 uM, el momento en el cual ocurrié la disminucién de biomasa coincidié con el momento de
mayor produccién del compuesto (Figura 8), lo cual conduce a pensar en una redireccién del
flujo de carbono del metabolismo primario hacia el secundario (Korkina, 2007; Vogt, 2010;
Kumar y Goel, 2019; Vanholme et al, 2019). Aunque en la literatura no es comtn encontrar
reportes sobre los efectos negativos de L-Phe sobre el crecimiento celular, es posible encontrar
publicaciones en donde se menciona este aspecto, por ejemplo, en el trabajo de Ouyang et al,
(2005a) se menciona el efecto negativo de L-Phe 200 uM sobre el crecimiento en cultivos
celulares de Cistanche deserticola. Por otro, lado, Liu et al. (2018b), reportaron la inhibicién en
el crecimiento de células en cultivo de Cistanche tubulosa cuando se emplearon altas
concentraciones del aminoacido (30 mM). En ninguno de los casos los autores dan mayor
explicacion sobre las posibles causas. La seleccion de precursores cuyo uso no implique
inconvenientes en términos metabodlicos, o bien, aquellos que puedan ser usados en
concentraciones relativamente altas, es critica durante el disefio de estrategias biotecnolégicas
para aumentar los niveles de produccién de metabolitos de interés industrial. I[gualmente, es
importante determinar el momento del ciclo celular en el cual se adicionaran los precursores
al medio de cultivo, el tiempo de exposicion, asi como su concentracion (Ouyang et al., 2005a;

Yue et al, 2016).

La incorporacién adicional de L-Phe en una concentraciéon de 600 uM al medio de cultivo
durante la fase exponencial de crecimiento estimuld la produccién de verbascésido después de
8 dias de exposicidn en los cultivos (t;7) cuando fue afiadido en el tercer dia de cultivo; pero,
sobre todo, después de 10 dias de exposicion cuando fue afadido en el to. Los niveles de
produccién del compuesto fueron comparables o superiores a los previamente reportados para

cultivos de B. cordata y de otras especies vegetales productoras de PhGs (Tabla 7). Por
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ello, el uso de fenilalanina como precursor para incrementar la produccién de verbascoésido en

cultivos celulares en suspension de B. cordata es una estrategia biotecnoldgica factible.

8.2.2 Elicitacion de los cultivos con metil jasmonato (MeJa)

Los denominados ‘elicitores’ son compuestos que in planta tienen la capacidad de
desencadenar la produccion de respuestas metabdlicas de defensa. Por esta razon, la elicitacion
exdgena es una de las estrategias biotecnoldgicas mas empleadas para intensificar la
produccién de metabolitos secundarios en cultivos in vitro (Vasconsuelo y Boland 2007; Yue et

al, 2016).

La elicitacion con Meja a diferentes concentraciones en las células de B. cordata modificé6 la
produccion de verbascosido, la cual dependié de i) la concentracion de Me]a, ii) el momento de
adicion del compuesto y iii) el tiempo de exposicidn del elicitor (Figuras 13b y 14b). En
términos generalres, la adicidn de MeJa al ¢y, influy6 negativamente en el proceso de biosintesis
de verbascdsido. Un comportamiento totalmente opuesto al observado cuando la elicitacion
ocurrio en el to, con importantes incrementos estadisticamente significativos en la producciéon
de verbascoésido. En los experimentos en los cuales MeJa 200 uM fueron aplicados al ¢, se
observd un decremento en la concentracion de verbascdsido después de 24 (0.08 + 0.01 g L1
para los cultivos tratados contra 0.10 £ 0.003 g L-! para los cultivos control) y 48 (decremento
del 53.3%, con una produccién de 0.05 + 0.01 g L-1) horas de exposicion. Ademas, después de
adicionar 50 pM al tiempo ¢, se observo una disminucién del 21.3% después de 48 horas de
exposicién (0.08 + 0.01 g Lt contra 0.11 + 0.01 g L) (Figura 13b). Por el contrario, al adicionar
MeJa 100 y 200 uM al tg, un incremento del 132% ocurri6 después de 24 horas de exposicion
(2.06 £ 0.15 g L1 en los cultivos tratados, frente a 1.56 + 0.07 g L-! en los cultivos control). Los
efectos fueron estadisticamente significativos con 50 uM Me]a después de 24 horas de
exposicidn, ya que la produccion del metabolito se increment6 un 176.2% (2.75 + 0.14 g L-1).
Sin embargo, los efectos mas considerables se observaron después de 48 horas de elicitacion:
213.6% con 50 uM (4.8 g L1) y 138.1% con 100 uM (3.1 g L1) en comparaciéon con el
tratamiento control (2.25 g L-1) (Figura 14b). Con base en los resultados, es posible asegurar
que de los tiempos evaluados en este trabajo respecto a la adicién de Me]a para mejorar la
produccién de verbascésido, las células en suspensién de B. cordata respondieron mejor

cuando el elicitor fue adicionado en la fase exponencial tardia
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(t9). Este resultado es consistente con otros trabajos sobre el impacto positivo de Me]a aplicado
a cultivos in vitro, especialmente al ser incorporados durante la fase exponencial tardia de
crecimiento, como en el caso de células en suspension de Mentha x piperita (Krzyzanowska et
al, 2012) y Cistanche tubulosa (Liu et al, 2018b), asi como en cultivos de raices de Rehmannia
glutinosa (Piatczak et al, 2016). Es posible que la respuesta positiva sobre la biosintesis de
metabolitos especializados sea consecuencia del estatus metabdlico/genético propio de las
células durante la etapa exponencial de crecimiento, es decir, la combinaciéon de altas
concentraciones de enzimas y proteinas en conjunto con la continua renovacion de proteinas y
tasas de expresion génica elevadas es necesaria para proveer a las células de los recursos
necesarios para recibir, traducir y convertir las sefiales quimicas en productos metaboélicos
(Vasconsuelo y Boland 2007; Antognoni et al,, 2012). Por otro lado, en la literatura también hay
trabajos que reportan que los maximos niveles de producciéon de PhGs fueron logrados luego
de incorporar el elicitor durante la fase temprana de crecimiento, por ejemplo, en cultivos
celulares de Coleus blumei (Szabo et al, 1999) y Teucrium chamaedrys (Antognoni et al,, 2012),
cultivos embriogénicos en suspension de Eleutherococcus sessiliflorus (Shohael et al, 2008) y
cultivos de raices adventicias de Eleutherococcus koreanum (Lee et al, 2015). Los denominados
‘elicitores’ son compuestos que in planta tienen la capacidad de desencadenar la produccion de
respuestas metabdlicas de defensa. Por esta razén, la elicitacién exdgena es una de las
estrategias biotecnolégicas mas empleadas para incrementar la producciéon de metabolitos
secundarios en cultivos in vitro (Vasconsuelo y Boland 2007; Yue et al, 2016). El origen y la
naturaleza quimica de los elicitores son muy heterogéneos (Tabla 3), entre ellos se encuentran
moléculas sefial de origen bioldgico que incluyen a las especies reactivas de oxigeno, 6xido
nitrico y metil jasmonato, los cuales han demostrado ser elementos quimicos que promueven
la biosintesis de alcaloides, terpenoides y fenilpropanoides (Krzyzanowska et al, 2012; Yue et

al, 2016).
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Figura 13. Efecto de metil jasmonato (0, 50, 100 y 200 uM) sobre a. produccion de biomasa y b. produccién de
verbascosido en la linea restablecida en suspensién de B. cordata al adicionar el compuesto en el dia 0 de cultivo (o).
Los resultados son la media de tres réplicas + DS. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
P< 0.05 en comparacién con el control.
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Figura 14. Efecto de Metil jasmonato (0, 50, 100 y 200 uM) sobre a. produccidon de biomasa y b. produccién de
verbascosido en la linea restablecida en suspensién de B. cordata al adicionar el compuesto en el dia 9 de cultivo (t9).
Los resultados son la media de tres réplicas + DS. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
P< 0.05 en comparacion con el control.

En todos los estudios (incluyendo el presente trabajo), el éxito del proceso de elicitacion ha
dependido en gran medida de la manipulacidn caso-especifico de variables que difieren de las
respuestas dependientes del crecimiento: por ejemplo, del tipo y la concentracién del
compuesto elicitor. En el caso particular de la produccién in vitro de PhGs empleando Me]Ja, el

rango es amplio: en el limite mas bajo se emplean concentraciones de 100 and 200 pM, como
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en el caso de cultivos embriogénicos en suspension de Eleutherococcus sessiliflorus (Shohael et
al, 2008). En el limite méas alto, Antognoni et al. (2012), encontraron que MeJa a una
concentraciéon de 500 uM, favorecia la produccién de teucrésido (un PhG) en cultivos en

suspension de Teucrium chamaedrys.

En el presente trabajo, las células de B. cordata mostraron mayor sensibilidad a una
concentracién mas baja (50 pM), lo cual ademas de significar una ventaja practica en cuanto a
inversion de recursos, fomenta el uso de la linea debido a sus inherentes caracteristicas
genéticas/metabolicas. El tiempo de exposicion del elicitor es otra de las variables criticas
implicadas en el proceso de elicitacién. Trabajos previos han mostrado que este factor depende
en gran medida de la especie, asi como del tipo de cultivo; los mejores tiempos de respuesta al
elicitor varian entre 16 y 72 horas. Como se ha descrito, la mas alta produccién del compuesto
se observo después de 24 y 48 horas, intervalo de tiempo situado en la media de lo reportado
por otros autores. En este punto es importante mencionar que en experimentos previos
también se evalué el efecto de MeJa después de 6 y 12 horas; sin embargo, no hubo diferencias

estadisticamente significativas con respecto a los controles correspondientes.

Por otro lado, la adiciéon de Me]a también tuvo efectos estadisticamente significatiovos sobre la
acumulacion de biomasa. Por ejemplo, cuando el compuesto fue agregado al ¢, y con una
concentracion de 200 puM, la biomasa disminuy6é en un 21% después de 48 horas de exposicion
(1.5 g PS L-tpara los cultivos tratados contra 1.9 g PS L-! para los cultivos control) (Figura 13a).
La misma concentracion, pero afiadida al tg, también provocé un efecto negativo. En este caso,
la acumulacién de biomasa disminuy6 6.5% después de 24 horas (7.2 g PS L-! para los cultivos
tratados contra 7.7 g PS L1 para los tratamientos control), y 17.6% después de 48 h de
exposicién (7 g PS L1 contra 8.5 g PS L-1). Es decir que, de entre las concentraciones evaluadas,
la mas alta (200 uM), independientemente del tiempo de adicion y/o tiempo de exposicion, fue
principalmente perjudicial para la acumulaciéon de biomasa. Contrariamente, se registré un
incremento del 8.2% en la acumulacién de biomasa después de 48 horas de exposiciéon a una
concentracion de 50 uM de MeJa (9.2 g PS L-1) (Figura 14a).

El efecto de Me]a sobre el crecimiento celular también ha sido probado en cultivos in vitro de
diferentes especies vegetales, tales como Coleus blumei (Szabo et al, 1999), Mentha X piperita

(Krzyzanowska et al, 2012), Teucrium chamaedrys (Antognoni et al.,, 2012), Eleutherococcus
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sessiliflorus (Shohael et al, 2008), y Rehmannia glutinosa (Pigtczak et al, 2016). En todos los
casos con efectos perjudiciales, la concentracion de Me]a con la cual se observo tal resultado

vario (dependiendo de la especie) entre 150 y 500 pM.

En general, el efecto del metil jasmonato (como cualquier otra molécula elicitora), inicia con su
unién a proteinas receptoras ubicadas en la membrana plasmatica celular (unién reversible
mediante procesos de fosforilacion/desfosforilacion via proteinas de membrana y citosoélicas),
lo cual a su vez desencadena la activacién de vias de transduccion de sefiales, flujos iénicos
(principalmente influjo de Ca?*), alcalinizacién extracelular y acidificacion del citoplasma,
activacion de la via MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), activacién de NADPH oxidasa y
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), expresion de genes involucrados en la
respuesta de defensa primaria, produccidn de jasmonato, etileno, acido abscisico y expresion
de genes involucrados en la respuesta de defensa secundaria; respuestas que conducen a la
potenciacién de los procesos biosintéticos de metabolitos secundarios (Zhao et al, 2005;
Ramirez-Estrada et al, 2016). En células en suspension de Arabidopsis thaliana, el efecto de
Me]Ja ha sido asociado con la induccién diferencial tiempo-dependiente de genes pertenecientes
a diversas clases funcionales. Por ejemplo, genes involucrados en la regulacién transcripcional
de la biosintesis de jasmonato son inducidos antes que aquellos comprometidos con el arresto
del ciclo celular y la activacion de genes de defensa vegetal (incluyendo la biosintesis de
fenilpropanoides), habilitando el flujo de energia y sustratos (carbono) del metabolismo
primario hacia el secundario (Pauwels et al, 2008). Es decir que, entre muchas respuestas
bioquimicas, la transduccion de sefiales implica la eventual sobrerregulacién transcripcional de
genes de defensa que incluyen genes codificantes de enzimas como PAL (Isah et al, 2018; Liu
et al, 2018a). La observacion sobre la expresion diferencial de genes, que implica tanto el
arresto del ciclo celular (es decir la division celular y por ende la acumulaciéon de biomasa), asi
como la expresion de genes del metabolismo secundario, podria explicar la observacion
anterior sobre el efecto en la disminucién de biomasa en los cultivos por un lado y por otro el
incremento en la producciéon de verbascésido. Probablemente por la accion per se del metil
jasmonato o bien como resultado de la amplificacién de la via de sefializacion, es decir que la
adicién exogena de MeJa posiblemente incrementé la sintesis de jasmonato y sus derivados
(como MeJa), de este modo permitiendo que el proceso de elicitacion afectara a un mayor
numero de células, y resultando en el aumento de la produccién de verbascésido. Es decir, una

clasica respuesta metabdlica a
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una molécula senal asociada con la puesta en marcha de los mecanismos de defensa vegetal
contra agresiones ambientales de naturaleza bi6tica o abiética (Antognoni et al, 2012). Hace

falta llevar a cabo estudos en B. cordata que corroboren lo anterior.

Reportes previos han sefialado que la biosintesis de PhGs es particularmente receptiva a la
adicién externa de MeJa como compuesto elicitor (Shohael et al, 2008; Antognioni et al, 2012;
Lee et al, 2015; Pigtczak et al, 2016; Liu et al, 2018b). No obstante, como se aprecia en el
presente trabajo, su uso en cultivos in vitro vegetales requiere de procedimientos de evaluacion
caso-especificos para determinar la especificidad del elicitor, la concentracién éptima, su
tiempo de exposicidn, los cuales pueden afectar el estatus genético y fisiologico en el cual las

células en cultivo podrian ser mas susceptibles a su accion (Liu et al, 2018b).

Adicionalmente, ha sido reportado un efecto sinérgico entre elicitores y precursores de la
sintesis de metabolitos secundarios. Qu et al. (2011), encontraron que en cultivos de células en
suspension de Vitis vinifera, la combinacién de L-Phe y Me]a beneficiaba la biosintesis de
antocianinas (compuestos flavonoides), multiplicando 4.6 veces su produccion. Esta
observacidn justifico evaluar el efecto de las dos moléculas sobre el crecimiento y produccién
de verbascésido, partiendo de las condiciones éptimas determinadas previamente para cada
compuesto (L-Phe y MeJa). Sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente
significativos en comparaciéon con las concentraciones de producto obtenidas s6lo con el

precursor (Figuras 10by 11b).

No obstante, como se muestra en la Tabla 7, las concentraciones de verbascésido generadas
con L-Phe (1.96 g L1, 600 uM) y con MeJa (4.8 g L1, 50 uM; 3.1 g L1, 100 uM) son comparables
(v en muchos casos superiores) a los valores previos reportados para verbascésido y/o otros
PhGs, cuya produccion ha sido intensificada mediante el uso de diversas estrategias
biotecnoldgicas en diferentes cultivos de tejidos y células vegetales in vitro. Lo anterior es
significativo, no sélo por las cualidades de la linea celular de B. cordata sino sobre todo porque
puede ser empleada para escalar la producciéon de verbascésido. Multiples estudios sustentan
la utilidad de los cultivos celulares en suspensiéon como modelo para la producciéon de PhGs a
nivel reactor (Ouyang et al,, 2005b; Shohael et al, 2008; Lee et al, 2015; Vazquez-Marquez et
al, 2019) y en particular de verbascosido (Georgiev et al, 2011a; Medina-Pérez et al, 2015;
Ahmadi-Sakha et al, 2016).
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L Rendimiento
Rendimiento en

Producto Sistema de produccién Estrategia biotecnolégica el control después del Referencia
tratamiento
L. Cultivos celulares en suspension de Variaciones en el medio de _
Verbascosido i i i i 1.87gLPS 243gL1tPS Inagakietal, 1991
Leucosceptrua japonicum f. barbinerve cultivo basal
Cultivos de raices de Paulownia Variaciones en el medio de 949 mgg! eq. Wysokinska
Verbascésido . No determinado 88 4 % Y
tomentosa cultivo basal 1.21gL1PS Rozga, 1998
Equinacésido Cultivos ..um_z_mamm en m:mﬁm:mi: de Elicitor fiingico n_..m Fusarium Nopublicado 147 mgg-' PS Lu y Mei, 2003
Cistanche deserticola solani
Verbascdsido 89mgg!PS
Cultivos celulares en suspensién de  Mezcla de elementos raros de
PhGs . . . 0.6gLtPS 1.6gLtPS Ouyang et al., 2003
Cistanche deserticola la Tierra
Culti lul i6n d
PhGs VoS ‘.um ares en m:m_um:m:u: € Leche de coco 69 mg Lt PS 87.1mgL*PS Chengetal, 2005a
Cistanche deserticola
Hidrolizado de caseina 69 mg Lt PS 103 mg Lt PS
L-Phe 69 mg Lt PS 106 mg Lt PS
Prolina 69 mg Lt PS 117 mg L PS
Culti lul i6n d 3178mglL™!
PhGs wtvoes ..um wares en m:mﬁm:m:u: € Elicitor de levadura 129 mg L1 PS me Cheng et al, 2005b
Cistanche deserticola PS
PhG Cultivos celulares en suspension de Alimentacién con precursor 0.628 g 1! PS 110 g L-L PS Quyang et al.,
s . - _ -
Cistanche deserticola (L-Phe) g g 2005a
Culti lul i6n d 3646 mglL
PhGs wtvoes ..um wares en m:mﬁm:m:u: € Elicitacién con quitosano 137.2mg Lt PS me Cheng etal,, 2006
Cistanche deserticola PS
. . Cultivos celulares en suspension de .
Equinacésido . . Elicitacién en dos etapas 505.1mg Lt PS 1.7gLtPsS Chen et al, 2007
Cistanche deserticola
Verbascésido 2094 mgLtPS 04gLtPS
Verbascésido Cultivos nm_n__mamm en suspension de Alimentacién con v-.mn:wmww 2046 mg L' PS 689.4 mg L! Liu JY et al, 2007
Cistanche salsa (L-Phe+L-Tyr+cucumber juice) PS
. ‘s 6408 mg L™
Equinacésido 370.1mgLtPS PS
2'-
acetilactedsid 282mgL*PS 549mgLtPS
o
Cultivos celulares en suspension de A .. .
PhGs Estrés Osmético 207mggtPS 269mgg'PS Liuy Cheng 2008

Cistanche deserticola

Tabla 7. Comparacion de los rendimientos de produccién de PhGs y/o verbascésido cuya biosintesis fue mejorada

via diversas estrategias biotecnoldgicas en diferentes sistemas vegetales cultivados in vitro.
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Eleuterosido B

Eleuterdsido E

Eleuterdsido E1

Cultivos embriogénicos en suspension de
Eleutherococcus sessiliflorus

MeJa

0.038 mgg! PS

0.065mgg!PS
0.072mgg!PS

0.138mgg' PS

0.174mgg' PS
0.184mgg! PS

Shohael et al., 2008

Estrada-Zufiiga et al,

Verbascésido Cultivo de callos de Buddleja cordata Cultivo en suspension 8626 mgg!PS 116.36 mg g* PS 2009
Verbascosido Cultivos de raices n_w Verbascum Transformacion a,m wmmnm_m mediada por 348 mgg’ PS 233mg g PS Georgiev etal, 2011b
xanthophoeniceum Agrobacterium rhizogenes
Extracto de levadura Agrobacteri wil ka-Barskaetal.
Verbascasido Cultivos de raices de Scutellaria lateriflora ractoce mﬁ.ﬂ HraAgrobacterium 18.5mgg!PS 259mgg!PS Hezanska-Barska et al,
rhizogenes 2012
. Cultivos celulares en suspension de Teucrium L L
Teucriésido Elicitacion con MeJa 10 mg g FW 50mg g! FW Antognioni et al, 2012
chamaedrys
Teucridsido Prolina 5.08mgg!FW 30.18mgg!FW
Teucridsido Hidroxiprolina 5.08 mg g! FW 7316 mgg!FW
Teucridsido Combinacién Omu_w,c::m ¢ 5.08 mgg-1FW 51.05mgg!FW
hydroxyprolina
Verbascésido Cultivo de tejidos de Plantago lanceolata L. Relacién NH*, /NO5 y 13.0mgg*PS Gondaetal, 2014
Plantamajoésido concentracion de la fuente de N 354mgg!PS
Cardenas-Sandoval et al,
Verbascasido Cultivos de brotes de Cistanche tenuiflora Elicitor fiingico de Fusarium oxysporum 19.19mgg* PS 94.66 mg g PS 2015
Isoverbascosido 1411 mgg* PS 543mgg!PS
Culti lul i6n de Cistanch
Verbascésido oS cefulares en m“_%msma: & Listanche Efecto de H,0, 380 mg L! PS 510 mg L PS Chen et al,, 2015
salsa
Equinacosido 480 mg L* PS 589.3mg L™ PS
2'-acetilactedsido 17.6 mg L' PS 30.6gLtPS
L Cultivos de raices adventicias de Eleutherococcus
Eleuterdsido B MeJa 0.276 mg L' PS 0.275mg Lt PS Leeetal, 2015

Eleuterdsido E
Acido clorogénico

Eleuterosido B

koreanum Nakai

Acido salicilico

0.916 mgL* PS
66.95 mgL* PS

0.276 mg L PS

1.193 mg L* PS
78.22mgL+* PS

2.329mgL'PS
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Eleutercsido E 0916 mgL* PS 0919 mgL-* PS
Acido Clorogénico 66.95mgL-* PS 65.96 mg L PS
Verbascésido Cultivos de brotes de Castilleja tenuiflora Deficiencia de nitrégeno 57.6mgg* 1139 mgg' PS Medina-Pérezetal, 2015
Isoverbascésido 21.3mgg* 364mgg*Ps
Verbascésido Cultivos de raices de Rehmannia glutinosa MeJa 100.14 mg Lt PS 84545 mgL1PS Pigtczakeetal, 2016
Isoverbascésido 458 mgLtPS 2494 mg Lt PS
Catalpol 17.15mg L' PS 29.68 mg L+ PS
Harpagido 0.29 mg Lt PS 1.86mgL*PS
Verbascésido Cultivos in vitre de Verbena officinalis Luz artificial continua 748mgg!PS 24.54mgg! PS Kubica et al, 2017
Verbascésido Oscuridad 748mgg!PS 21.35mgg* PS
Verbascésido Cultivos celulares en suspension de Cistanche tubulosa MeJa 236mgg!Ps 524mgg'Ps LiuXetal, 2018
Equinacdsido 117.7mgg* PS 211.8mggtPS
Verbascésido Acido salicilico 224mgg!PS 289mgg!PS
Equinacdsido 123.5mgg! PS 1303 mgg'PS
Verbascésido Alimentacién con precursor (L-Tyr) 21mgg*PS 293mgg!PS
Equinacésido 121.5mggt PS 163.7mgg™ PS
Verbascésido Alimentacion con precursor (L-Phe) 21mgg*Ps 26.8mgg-1PS
Echinacésido 121.5mgg* PS 168.6 mgg PS
Verbascésido Brotes de Plantago media cultivados in vitro Explantes micropropagados 0.64 mgg*PS 20.65mgg* PS Budzianowska et al., 2019
Plantamajésido 7.69mg g PS 44.08 mg g+ PS
Verbascésido Raices de Plantago media cultivadas in vitre Explantes micropropagados 0.64mgg!PS 7.09mgg!PsS
Plantamajésido 7.69mgg!PS 44.08 mgg' PS
Verbascésido Cultivos celulares en suspension de Buddleja cordata Alimentacién con precursor (L-Phe) 151gLtPs 196gL'PS Este trabajo
Verbascésido Me]Ja 50 uM 225gLtPs 48gL'PsS
Verbascésido MeJa 100 pM 225gL1PS 31gLtPS




8.3 Dilucidacion de las enzimas que participan en la sintesis de verbascésido en B.

cordata: residuos de acido caféico e hidroxitirosol

Los inhibidores enzimaticos son valiosas herramientas en estudios bioquimicos y fisioldgicos;
han sido empleados en la dilucidacién de mecanismos enzimaticos, asi como de sitios activos.
Los inhibidores enzimaticos especificos son especialmente utiles para el estudio de rutas
metabdlicas in vivo, ademas dependiendo del organismo que porte la enzima blanco pueden
funcionar como droga, toxina, antibidtico, herbicida, etc. (Z6n y Amrhein, 1992; Appert et al,
2003). Su uso ha contribuido al esclarecimiento de algunas reacciones enzimaticas que forman
parte de rutas biosintéticas de PhGs en general (Reuber et al, 1993; Gaisser y Heide, 1996; Hu
etal, 2011b), y también del verbascdsido en particular (Saimaru y Orihara, 2010).

8.3.1 La inhibicion de la fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.24) disminuy¢ la

produccion de verbascdsido

En las plantas superiores, una significativa cantidad del carbono fijado es redirigido por
fenilalanina amonio liasa (PAL) desde el metabolismo primario hacia el metabolismo
secundario, entre otras, hacia la ruta de los fenilpropanoides (Figura 2). La PAL cataliza la
eliminaciéon de amonio del aminoacido aromatico L-fenilalanina para producir acido trans-
cindmico, precursor de un amplio espectro de compuestos, tales como polifenoles flavonoides,
polifenoles no-flavonoides y algunos alcaloides (Perassolo et al, 2007). Debido a la funcién
clave de PAL en un punto de inflexion del metabolismo, los inhibidores de esta enzima han sido
empleados para estudiar el rol bioquimico y fisiolégico de compuestos que son derivados

biosintéticamente del 4cido trans-cinamico (Appert et al, 2003).

Muchos inhibidores de PAL han sido descritos en la literatura, sobre todo compuestos

aminofosfatados. Por mencionar algunos:

- Acido a-aminooxiacético, (AOA, por sus siglas en inglés: a-aminooxyacetic acid).

- Acido 2-aminooxi-3-fenipropanéico, (AOPP, por sus siglas en inglés, (S)-2-aminooxy-3-
phenylpropanoic acid).

- Acido fosfénico (1-amino-2-feniletil) (APEP, por sus siglas en inglés, (R)-(1-amino-2-

phenylethyl)phosphonic acid).
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- Acido 2-aminoindan-2-carboxilico, (AIC, por sus siglas en inglés: 2-aminoindan-2-
carboxylic acid)
- Acido 2-aminoindan-2-fosfénico, (AIP, por sus siglas en inglés: 2-aminoindan-2-

phosphonic acid).

El inhibidor AIP es un compuesto usado con frecuencia en cultivos vegetales in vitro (Cvikrova
etal, 2003; Perassolo etal, 2007; Hu et al,, 2011), se ha reportado como el inhibidor especifico
de la enzima PAL in vivo con el potencial mas alto (Z6n y Amrhein, 1992; Appert et al, 2003;
Perassolo et al, 2007). Con la finalidad de evaluar su accién sobre la produccién de biomasa y,
sobre todo, del metabolito verbascosido, el inhibidor fue aplicado al inicio del cultivo (ty) en
concentraciones finales de 10, 40 y 100 uM. El efecto del compuesto fue evaluado durante 21 dias

(t21), los resultados se muestran en la Figura 15.

Se observaron cambios estadisticamente significativos en la produccién de biomasa, efecto que
dependié de la concentraciéon del inhibidor y del tiempo de exposicion (Figura 15). La
concentracion 10 uM del inhibidor causé la disminucién del 20.8% en la produccién de
biomasa; posteriormente aumentd la produccion desde el t; y hasta el t;; (momento en el cual
termind la fase exponencial e inicié la fase estacionaria) (t7, 5.9%; to, 20%); t11, 3.6%). En adelante,
disminuy6 la produccidn t;3, 3.86%; ti4, 1.6%; t21, 11%. La concentracion 40 uM del inhibidor
causo6 un incremento en la produccion de biomasa desde el dia 5 de exposicion (ts) hasta el dia 9
(to), con aumentos entre el 5y el 10%. Por el contrario, con las concentraciones mds altas del
inhibidor (40 y 100 uM), después del dia 11 (t;1) y hasta el final del experimento (tz1), la biomasa
disminuyd entre 2.5y 22% (por ejemplo al t;;) (Figura 15a). Respecto al efecto del inhibidor sobre
la produccién de verbascésido, de acuerdo con el andlisis estadistico, se observo que la
concentracion del compuesto fue notablemente afectada a partir del quinto dia de exposicion (ts)
Y hasta el final del experimento (tz1) con todas las concentraciones evaluadas (Figura 15b). Se
registré una disminucién estadisticamente significativa en la produccién del metabolito del 30%
y de ahi en adelante decrece en paralelo con el avance del tiempo de exposicién, con una
disminucion final del 84%. Al igual que en el caso de la biomasa, aunque 10 uM también tuvo
efectos estadisticamente significativos, las concentraciones con mayor efecto inhibitorio sobre la
biosintesis de verbascésido fueron 40 y 100 uM.

En la bibliografia, los trabajos que describen los efectos de la inhibicién quimica de la enzima PAL

con AIP se centran en la division y crecimiento celular, y son muy variables dependiendo de
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la especie vegetal. Por ejemplo, se han documentado consecuencias perjudiciales en el crecimiento
de hojas primordiales de centeno (Secale cereale L.) al emplear concentraciones mayores a 40 uM
(Reuber et al.,, 1993). Asimismo, se retardd el crecimiento de cultivos de Spirodela punctata (Janas
et al, 1998), disminuy? la biomasa en cultivos celulares de alfalfa (Medicago sativa L.) después
de adicionar 100 uM al medio de cultivo (Hrubcovd et al, 2000). Osiecka y Janas (1998)
reportaron la disminucién en el crecimiento de pldntulas y raices de Vicia faba al utilizar una alta
concentracion del inhibidor (100 uM). Ademds, en células meristemdticas de la misma especie
vegetal, se reportd la ralentizacion del ciclo celular y de la tasa mitética como resultado de la
accién de AIP (100 uM) (Cvikrova et al, 2003). Contrariamente, la aplicacién de AIP (10 uM) en
cultivos de células en suspensién de alfalfa provocé un incremento en la tasa de divisién celular en
comparacion con los cultivos controles (Cvikrova et al, 1999). Este efecto estimulador también
ha sido reportado con dcido 2-aminooxi-3-fenipropandico (AOPP), otro inhibidor de la enzima
PAL. En una situacién diferente, el uso de AIP (0.5 y 2 uM) en cultivos celulares de Cistanche
deserticola no reporto efecto alguno estadisticamente significativo sobre el crecimiento (Hu et al,

2011a).

La inhibicion del crecimiento vegetal puede encontrar su causa en multiples variables, como la
drastica reduccién en la biosintesis de fenilpropanoides (Cvikrova et al, 2003), efectos
secundarios del inhibidor y/o la acumulacién simultanea de almidén durante la inhibicién de
PAL (Janas et al, 1998). También han sido incluidas alteraciones en la sintesis de proteinas a
causa del incremento de L-fenilalanina soluble, es decir algin tipo de inhibicién por soluto
(Reuber et al, 1993). Osiecka y Janas (1998) sefialan que el retraso en el crecimiento celular
puede estar asociado con efectos mitodepresores y clastogénicos de algunos aminofosfatos
(incluyendo a AIP). Por otro lado, se ha observado que la acumulacién de diversos compuestos
fenolicos y sus productos oxidativos y poliméricos limitan el crecimiento celular, especialmente
en cultivos afiejos; por ejemplo, en cultivos celulares en suspension de tabaco y alfalfa se
reporté que los procesos de crecimiento y la acumulacién de compuestos fendlicos estaban
inversamente relacionados (Cvikrova et al, 1999); por ende, después de inhibir la acciéon de
PAL, se promovio la actividad mitética durante el ciclo celular. Esta indicacién podria explicar
el aumento de biomasa durante los primeros dias después de la adicion del inhibidor (¢3-to)
(Figura 15a) y la posterior disminucién en la velocidad especifica de crecimiento por ejemplo:
control, 0.166+0.012 d; 10 uM, 0.1016x0.007 d; 40 uM 0.0876+0.014 d; 100 uM
0.0813+0.007 d-1. Por otro lado, no fue posible calcular la velocidad
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especifica de produccion debido a que los datos no se ajustaron a un comportamiento lineal por
lo que podria concluirse la desvinculacion entre la produccion de verbascésido y el crecimiento,
fenémeno que ha sido previamente reportado en cultivos celulares de B. cordata por efecto de
la velocidad de agitacion en bioreactor (Vazquez-Marquez et al, 2019). Sin embargo, para
conformar esa ultima idea valdria la pena llevar a cabo estudios sobre la cuantificacién de
fenoles totales. Este patron de comportamiento inhibitorio observado en células de B. cordata
sobre la concentracion de verbascésido es muy similar al observado en cultivos celulares en
suspension de Cistanche deserticola Hu et al., (2011a). Igualmente, el inhibidor fue aplicado al
momento de la inoculacion, su efecto sobre el metabolismo no se observé hasta después de dos
dias de cultivo, el cual independientemente de la concentracion evaluada, aumentd a la par del
tiempo de exposicién. La disminucién en la concentracion de compuestos fendlicos totales fue
del 50.1 al 91.1% con 0.5 uM y del 41.5 al 89.9% con 2 uM, rangos similares a los obtenidos en
este trabajo. El inhibidor afectd a la produccion general de PhGs y, en particular, de verbascdsido,

equinacdsido y tubuldsido A.
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Figura 15. Efecto del inhibidor acido 2-aminoindan-2-fosfonico, (AIP, 0, 10, 40 y 100 uM) sobre a. produccion de
biomasa y b. produccion de verbascésido en la linea restablecida en suspensién de B. cordata al adicionar el
compuesto al momento de la inoculacidn (to). Los resultados son la media de tres réplicas + DS. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas P< 0.05 en comparacién con el control.

La accién de AIP ha limitado la produccién de fenilpropanoides en otros sistemas in vitro, como
en cultivos celulares en suspension de Medicago sativa L. (Cvikrova et al.,, 1999; Hrubcovd et al.,
2000), Rubia tinctorum (Perassolo et al, 2007), hojas de Secale cereale L. (Reuber et al., 1993)
asi como en células meristemdticas de Vicia faba (Cvikrova et al, 2003). Los resultados obtenidos

enfatizan la importancia de la actividad enzimdtica de PAL en la biosintesis de
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verbascdsido por B. cordata, que coincide con lo reportado para otros fenilpropanoides (Figura
2) y en especial de PhGs, incluyendo verbascésido (Figura 6) (Korkina, 2007; Vogt, 2010; Kumar
y Goel, 2019; Vanholme et al, 2019).

Usualmente, AIP se emplea en concentraciones entre 20-30 uM. No obstante, en muchos
experimentos, dependiendo de la especie, se requieren concentraciones mds altas, por ejemplo, por
encima de 50-100 uM o bien, por debajo de 10-2 uM (Osiecka y Janas, 1998; Hu et al,, 2011). Esto
quiere decir que al igual que en el caso de los precursores y/o compuestos elicitores, el uso de
inhibidores implica la manipulacién caso-especifico de las variables como la concentracién del
elicitor y el tiempo de exposicion (factor que, dependiendo de la pregunta de investigacion, puede
variar entre horas y dias). Por otro lado, el aminoacido aromético L-fenilalanina es sustrato de
diversas reacciones en el metabolismo, incluyendo la biosintesis de polipéptidos, por lo que es
indispensable contar con inhibidores que sean estrictamente especificos para la reacciéon
deseada, de otro modo, los inhibidores no especificos podrian intervenir con diversas rutas
biosintéticas y ello por tanto podria complicar o imposibilitar la interpretacién de un inhibidor

observado in vivo (Appert et al, 2003).

8.3.2 La inhibicion de enzimas involucradas en la sintesis de hidroxitirosol disminuy¢ la

produccion de verbascdsido

El hidroxitirosol es uno de los elementos hidroxifeniletil fundamentales en la estructura de los
feniletanoide glicésidos (Figura 3), como es el caso del metabolito verbascésido (Figura 5). En
células de olivo (Olea europaea L.) y mediante el uso de precursores marcados
radioactivamente, asi como de los inhibidores AMPT (a-Metil Tirosina) y benserazida, Saimaru
y Orihara (2010) describieron que la molécula de hidroxitirosol era sintetizada principalmente
a partir del aminoacido aromatico tirosina via DOPA y dopamina. Reportaron ademas que la
especie cuenta con rutas alternas, por ejemplo, de tiramina a dopamina o de tirosol a
hidroxitirosol (Figura 16). Recientemente, estas otras rutas también han sido mencionadas en
trabajos relacionados con la sintesis de verbascésido (Wang et al,, 2017; Zhou et al., 2020) (ver

Figura 6).

La conversidn de tirosina a DOPA (L-3,4-dihidroxifenil-L-alanina) involucra la hidroxilacién del

aminoacido por una tirosina hidroxilasa (TH, cuya accién es inhibida por AMPT).
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Posteriormente, mediante una reaccion de descarboxilacion catalizada por la enzima DOPA-
descarboxilasa (Tir/DopaDC, EC 4.1.1.25, cuya accién es inhibida por benserazida), DOPA es

convertida en dopamina (Figura 16).

Con el proposito de generar informacién sobre la sintesis de hidroxitirosol y su importancia en
la biosintesis de verbascésido en la linea celular de B. cordata, se examiné la accidn de los
inhibidores AMPT y benserazida. Los inhibidores fueron incorporados de forma independiente
a los cultivos en el t;5 de cultivo en concentraciones finales de 0.5, 1.0 y 2.0 mM para AMPT y
de 0.5, 2.0 y 3.0 mM para benserazida. Después de ser administrados, los cultivos fueron
incubados durante dos semanas adicionales, tras las cuales se evalué su efecto sobre la produccion

de biomasa y del metabolito verbascésido.
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Figura 16. Rutas de biosintesis del compuesto hidroxitirosol en Olea europaea L (Saimaru y Orihara, 2010). La ruta
principal parte del aminodacido tirosina, el cual es hidroxilado por la enzima tirosina hidroxilasa (TH, cuya accién es
inhibida por Metil tirosina ‘AMPT’) para formar DOPA, el cual a su vez es descarboxilado por la enzima DOPA-
decarboxilasa (DOPA-dec, cuya accidn es inhibida por benserazida) generando dopamina y ésta a su vez
hidroxitirosol.
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8.3.2.1 Metil tirosina (AMPT), inhibidor de la enzima tirosina hidroxilasa (tirosinasa, EC

1.14.16.2)

Después de 15 dias de exposicion, la adicién del inhibidor AMPT al cultivo celular de B. cordata
favorecié la acumulacién de biomasa, especialmente las concentraciones 1.0 y 2.0 mM, con un
aumento del 14% en comparaciéon con el control (Figura 17a). En lo concerniente a la
produccién de verbascoésido, causé un incremento del 30% con 0.5 y 1.0 mM; en cambio, con la
concentracion mas alta (2.0 mM) registr6 una disminucién de 15% respecto al control (Figura
17b).

Desde los afios 60 del siglo pasado se ha documentado el uso de AMPT como un inhibidor
eficiente de la tirosina hidroxilasa (tirosinasa, EC. 1.14.16.2), sobre todo en mamiferos como
ratas (Rech et al, 1966), conejillos de indias (Spector et al, 1965) e incluso en pacientes
humanos (Engelman et al, 1968). Su disposicién para el tratamiento de tumores
neuroendoécrinos (feocromocitomas y paragangliomas, caracterizados por producir y secretar
un exceso de catecolaminas) ha sido aprobada por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (USFDA, por sus siglas en inglés, United States Food and Drug
Administration). Ademas, su eficacia, seguridad y farmacocinética han sido recientemente
evaluadas (Naruse et al, 2018). En 2010 Saimaru y Orihara examinaron el efecto del inhibidor
sobre la producciéon de verbascoésido en cultivos de olivo, sin embargo, aparentemente no hubo

efecto y no hubo mayor discusion al respecto.
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Figura 17. Efecto de la adicién del inhibidor Metil tirosina (AMPT, 0.5, 1.0 y 2.0 mM) después de 15 dias de
exposicion sobre a. produccidn de biomasa y b. produccién de verbascésido en la linea restablecida en suspension
de B. cordata al adicionar el compuesto al ti5 de cultivo. Los resultados son la media de tres réplicas * DS. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas P< 0.05 en comparacion con el control.
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Aunque s6lo es necesaria una unica reaccidon de hidroxilacién para la produccion de DOPA a
partir de tirosina, catalizada por una enzima con actividad tirosina hidroxilasa, el mecanismo
mediante el cual las plantas productoras de DOPA lo hacen no estd en realidad muy claro
(Schenck y Maeda, 2018). Han sido descritas por lo menos un par de familias génicas
codificantes de enzimas con actividad tirosina hidroxilasa. Por un lado, las enzimas polifenol
oxidasa (PPO) que usualmente exhiben tanto actividad oxidasa (EC 1.14.18.1), de monofenol
(ej. tirosina) a difenol (ej. DOPA), como actividad catecolasa (EC 1.10.3.1) de difenol a quinonas
reactivas en presencia de oxigeno. Por otro lado, estdn las enzimas tipo-citocromo P450
(CYP76ADs, EC 1.14.16.2), aunque aparentemente los genes codificantes de estas ultimas
(CYP76AD1, CYP76ADS5 o CYP76AD6) sélo se encuentran presentes en plantas productoras de
betalainas, compuestos nitrogenados sintetizados Unicamente por el taxén Caryophyllales
(Tran et al, 2012; Schenck y Maeda, 2018). En cambio, los genes PPO ademas de encontrarse
ampliamente distribuidos en el reino vegetal (en especies codificantes las copias varian entre
1y 14 en plantas con multiples genes funcionales PPO), también han sido identificados en
algunos procariontes, artrépodos, hongos y animales; usualmente son referidos como
tirosinasas y con frecuencia estan involucrados en la formacién de pigmentos (Tran et al,, 2012;

Wang et al, 2017).

En plantas, las enzimas PPO son consideradas como proteinas de defensa, ya que su expresion
aumenta en respuesta a ataques por herbivoros, patégenos y/o heridas (Tran et al,, 2012; Araji
et al, 2014), pero también estan involucradas en la polimerizacién de exudados en tricomas
glandulares, asi como en la biosintesis de pigmentos especializados y otros metabolitos
secundarios como fenilpropanoides (Tran et al, 2012; Araji et al, 2014; Schenck y Maeda,
2018).

Se ha observado que, en una sola especie, los diferentes integrantes de la familia PPO muestran
patrones regulatorios muy divergentes: pueden ser expresados en diferentes tejidos, o bien, en
el mismo tejido, pero en diferentes etapas del desarrollo. Lo anterior sugiere que cada uno de
ellos puede tener una variedad de roles dentro de la fisiologia y desarrollo de una sola planta

(Tran et al, 2012; Araji et al,, 2014).
Juglans regia (nuez) es una especie vegetal que contiene un solo gen codificante de PPO ‘jrPPOT’,

cuyo silenciamiento en una linea de embriones somaticos fue analizado a nivel transcripcional

(Araji et al, 2014). Se observaron algunas alteraciones en el metabolismo de
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compuestos fendlicos y sus derivados; se detecté un notable aumento en la produccién de
acidos hidroxicinamicos, como acidos cumarico, sinapico y ferulico. Se observo, ademas, una
mayor abundancia de transcritos de genes codificantes de enzimas involucradas en la ruta
general de los fenilpropanoides (Figura 2), incluyendo trans-cinamato 4-hidroxilasa (C4H, EC
1.14.14.91) y 4-cumaroil-CoA ligasa (4CL, EC 6.2.1.12). Simultdneamente, la concentracién del

metabolito tiramina se multiplic6é nueve veces.

Sin embargo, a la fecha no hay informacién concerniente a genes/enzimas PPO en B. cordata.
Considerando un escenario similar al descrito por Araji et al. (2014), significaria que AMPT
inhibié la accién de un gen putativo ppo, bloqueando la sintesis de DOPA a partir de tirosina.
Ademas, podria esperarse un incremento en la produccién de tiramina, compuesto que en la
via de produccién de verbascosido es sustrato para la produccion de dopamina y
posteriormente hidroxitirosol (Figura 16), lo que se reflejaria en el aumento de la produccién
de verbascésido observada con 0.5 y 1.0 mM (Figura 17b). Se ha mencionado que en la
biosintesis de verbascésido, las enzimas PPO (debido a su actividad oxidasa/catecolasa)
pueden catalizar la conversidn de i) tirosina a DOPA; ii) tiramina a dopamina; iii) tirosol a
hidroxitirosol o iv) salidrésido a hidroxitirosol glucésido. Sin embargo, su actividad en cada
paso o cudles pasos forman o no parte de la biosintesis del metabolito no ha quedado clara

(Figura 6a) (Wang et al, 2017; Zhou et al,, 2020; Wang et al., 2021).

La presencia de una enzima (por lo menos) con actividad tirosina hidroxilasa en B. cordata tiene
relevancia en un par de aspectos. Recientemente, el analisis del genoma de Abeliophyllum
distichum (especie productora de verbascosido) report6 la ausencia de genes codificantes de
alguna enzima con actividad tirosinasa, en cambio se propone una enzima catecol oxidasa
(Unicamente tienen actividad difenolasa, EC 1.10.3.1) que catalizaria la conversidn de i) tirosina
a DOPA y ii) salidrosido a hidroxitirosol glucésido. La sintesis de tiramina a dopamina no esta
contemplada en la ruta que proponen (Figura 6b) (Park et al, 2020). Por otro lado, Wang et al.
(2017) reportaron la sobre-regulacién de 10 genes relacionados con la biosintesis de
verbascosido en cultivos de raices de Rehmannia glutinosa tratados con Me]Ja, entre ellos uno
codificante de una enzima PPO. Lo anterior implicaria que en los experimentos de MeJa llevados
a cabo en este trabajo, el aumento en la producciéon de verbascdsido (Figura 14b) podria
encontrar una justificacién extra basada en el aumento de precursores como tiramina (Figuras

6y 16) por accidn de la sobreexpresion de un gen ppo en
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B. cordata (en caso de existir). Por lo que las reacciones, las enzimas que las catalizan, asi como
los genes que las codifican deberian ser estudiados con mayor profundidad en especies
productoras de verbascésido en general y, en este caso, con mayor atencién en B. cordata.
Indudablemente, el rol del aminodacido tirosina en la sintesis de verbascdsido es fundamental,
por lo que su uso como molécula precursora para incrementar la produccién del metabolito
bien valdria la pena. Por otro lado, el analisis a nivel gendémico, transcriptémico y proteémico
de la especie es necesario para generar informaciéon relacionada con reacciones e

intermediarios en la biosintesis de verbascésido, por ejemplo, la enzima PPO.

8.3.2.2 Benserazida, inhibidor de la enzima DOPA decarboxilasa, (DOPA-dec, EC 4.1.1.28)

Después de 15 dias de exposicidn, Unicamente la concentracién mas alta probada (3.0 mM) de
benserazida tuvo un efecto estadisticamente siginficativo sobre la produccién de biomasa en
cultivos en suspension de B. cordata (Figura 18a), reduciéndolo un 10% respecto de la biomasa
observada en el control. En cambio, la produccién de verbascésido reporté diversos cambios
estadisticamente significativos, con todas las concentraciones probadas respecto al control
(Figura 18b), por ejemplo, en el caso de las concentraciones 0.5 y 1.0 mM aumentos del 19%;
contrariamente, las concentraciones 2.0 y 3.0 mM redujeron la producciéon 51% y 89%,

respectivamente.
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Figura 18. Efecto de la adicién del inhibidor benserazida (0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 mM) después de 15 dias de exposicién
sobre a. produccion de biomasa y b. produccién de verbascésido en la linea restablecida en suspensién de B. cordata
al adicionar el compuesto al t15 de cultivo. Los resultados son la media de tres réplicas * DS. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas P< 0.05 en comparacidon con el control.
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Las L-aminoacido aromatico descarboxilasa (AAADs), son un antiguo grupo de enzimas
dependientes de piridoxal 5’-fosfato (PLP, una de las formas activas de la vitamina Bs) con
funciones asociadas al metabolismo de aminoacidos (Liang et al, 2019; Torrens-Spence et al,
2020). En mamiferos la 5-HTP descarboxilasa cataliza la descarboxilaciéon de 5-hidroxi-L-
triptofano (5-HTP) para producir 5-hidroxitriptamina (serotonina), mientras que la enzima
DOPA-descarboxilasa (DOPA-dec, EC 4.1.1.28), cataliza la descarboxilacién de L-3,4-
dihidroxifenil-L-alanina (L-DOPA) formandose dopamina (Torrens-Spence et al, 2013; Wang
etal, 2020). DOPA-dec es una enzima responsable de la sintesis de muchos neurotransmisores
de tipo monoamina (catecolaminas), tales como dopamina, epinefrina y norepinefrina, por lo
que ha sido ampliamente estudiada por su rol en importantes padecimientos clinicos, como la
enfermedad de Parkinson e hipertension (Facchini et al, 2000; Meiser et al, 2013; Torrens-
Spence et al, 2020). La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neuroldgica, crénica y
progresiva, caracterizada por temblores, bradiquinesia, rigidez e inestabilidad en la postura,
aunque con frecuencia se observan otros sintomas que incluyen depresion y otros desordenes
psiquiatricos, dificultad para tragar, masticar y hablar. Aunque la causa exacta es desconocida,
su etiologia se remonta a la degeneracion y/o pérdida de neuronas productoras de dopamina
(dopaminérgicas) en la substantia nigra del cerebro (Burkhard et al, 2001; Daidone et al,
2012). Actualmente no existe cura para la enfermedad de Parkinson, pero existe una variedad
de paliativos que reducen la gravedad de los sintomas de la enfermedad. Por ejemplo, con el fin
de reponer los niveles de dopamina en el sistema nervioso central, usualmente se administra
L-DOPA (levodopa), la cual una vez dentro del organismo es convertida a dopamina por la
enzima DOPA-dec (EC 4.1.1.28), la cual abunda en el sistema nervioso central y en el rifidn. Sin
embargo, por si misma la dopamina no puede atravesar la barrera sangre-cerebro, por lo que
Unicamente el 1-5% de L-DOPA llega a las neuronas dopaminérgicas del cerebro (Daidone et
al, 2012), razén por la cual, la administracién ex6gena de L-DOPA usualmente es co-
administrada con inhibidores de DOPA-dec (incapaces de atravesar la barrera sangre-cerebro),
los mas comunes carbidopa y benserazida. Estas moléculas forman un compuesto hidrazina con
PLP, lo cual se traduce en el bloqueo de PLP y por ende en la inactivaciéon de la enzima
(Burkhard et al, 2001; Daidone et al, 2012). Aunque también se ha demostrado que la
benserazida puede actuar como sustrato de la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT,

Tedroff et al, 1991).
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En el reino vegetal, la familia AAAD es ubicua, cuenta con diversas enzimas paralogas con
variaciones funcionales tanto en la preferencia de sustratos como en su mecanismo catalitico
(Torrens-Spence et al,, 2020). Son candnicas las enzimas L-triptéfano descarboxilasas (TDC; EC
4.1.1.27) y tirosina/DOPA descarboxilasas (Tir/DopaDC; EC 4.1.1.25), ambas asociadas con los
procesos biosintéticos de multiples metabolitos secundarios (Torrens-Spence et al.,, 2020). Las
enzimas TDC son fundamentales en la biosintesis de alcaloides de terpeno indol (también
denominados secologanina triptamina) como vindolina, vinblastina, ajmalina, catarantina y
quinina; pero también son requeridas en la sintesis de algunos reguladores del crecimiento
vegetal (Tabla 2), como acido indol-3-acético (AIA) y triptamina (Facchini et al, 2000;
Parthasarathy et al, 2018; Torrens-Spence et al, 2020). Por otro lado, las enzimas Tir/DopaDC
estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal y son necesarias en la biosintesis de
glic6sidos como salidrésido (Torrens-Spence et al.,, 2018) y verbascésido (Ellis, 1983; Saimaru
y Orihara, 2010; Wang et al, 2017; Park et al, 2020; Zhou et al, 2020), pero también de
alcaloides tipo benzilisoquinolina como morfina, codeina, papaverina, colchicina y
sanguinarina (Facchini et al, 2000; Parthasarathy et al,, 2018; Torrens-Spence et al, 2020) asi
como alcaloides en la familia Amarillidaceae como galantamina, haemantamina y licorina
(Wangetal, 2019a). Las Tir/DopaDC eliminan CO; de tirosina y L-DOPA para producir tiramina
y dopamina, respectivamente (Facchini et al, 2000) (Figura 16). A diferencia de las AAADs
animales, las enzimas vegetales suelen tener usualmente una alta especificidad de sustrato por
L-aminoacidos con cadenas laterales indol o fenol, pero no ambas. En todas las especies
vegetales reportadas, las enzimas TDC aceptan tript6fano como sustrato, pero son inactivas
frente a aminoacidos con cadenas laterales fenolicas, tales como tirosina y DOPA; en cambio,
todas las enzimas Tir/DopaDC aceptan como sustrato tirosina y/o DOPA, pero son inactivas
frente a tript6fano (Facchini et al, 2000). De todas formas, la actividad relativa de Tir/DopaDC
frente a tirosina y/o DOPA es especie-dependiente. Por ejemplo, las enzimas de Papaver
somniferum (amapola real), Eschscholzia californica (amapola de California) y Thalictrum
rochebrunianum parecen aceptar ambos sustratos eficientemente; mientras que Petroselinum
crispum (perejil); Thalictrum rugosum; Lycoris aurea y Syringa vulgaris (lila) tienen mayor
preferencia por tirosina o bien inicamente aceptan tirosina como sustrato, como ocurre con
Arabidopsis thaliana. De forma contraria, Sanguinaria canadensis (sanguinaria), Hordeum
vulgare (cebada) y Cytisus scoparius (retama negra o escoba rubia) tienen mayor afinidad por
DOPA (referencias en Facchini et al, 2000; Lehmann y Pollmann, 2009; Wang et al, 2019a).

Recientemente, Wang et al. (2020), determinaron que la actividad
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de la enzima Tir/DopaDC puede ser regulada por la concentracién de PLP intracelular.
Mediante el analisis de la estructura cristalografica de una enzima de Papaver somniferum,
encontraron que la uniéon Tir/DopaDC-PLP es débil, por lo que, para que la enzima actde

eficazmente, se requieren altas concentraciones del cofactor (relaciéon molar 1:25).

En los experimentos de Saimaru y Orihara (2010) se observé la reduccién del 66% en la
produccion de verbascosido en cultivos celulares de Olea europaea luego de dos semanas de
exposicién con el inhibidor benserazida [1 mM]. En las conclusiones del reporte, los autores
sugieren la existencia de una enzima DOPA descarboxilasa en la especie, que ademas tiene un
rol importante en la biosintesis de verbascdsido. En este trabajo, también se advirtié6 una
repuesta notable del inhibidor sobre la producciéon de verbascdsido, disminuyendo su
concentracién entre 19% y 89%, dependiendo de la concentracién del inhibidor (Figura 18b).
En este punto es importante mencionar que, en una evaluacién previa, el efecto del inhibidor
de DOPA-dec, benserazida, fue evaluado después de 3, 6,9 y 12 horas de ser aplicados a cultivos
de 15 dias. Sin embargo, como se muestra en la Figura 8 en el Anexo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas, contrario al efecto observado después de 15 dias de
exposicion en los cultivos. Tal comportamiento probablemente se debi6 a que benserazida debe
ser hidrolizado antes de ejercer su efecto: se considera al compuesto trihidroxybenzilhidrazina
(un producto de la hidrdlisis de benserazida) como el inhibidor real de Tir/DopaDC, ya que
reacciona de forma no-enzimatica e irreversible con PLP libre, causando su extincién. Por otro
lado, se ha reportado que los productos hidrazina derivados de la uni6on PLP-
trihidroxybenzilhidrazina son potentes inhibidores de la enzima piridoxina cinasa (involucrada
en la biosintesis de PLP) (Daidone et al, 2012; Liang et al, 2019). Lo anterior querria decir que
en las células de B. cordata existe por lo menos una enzima dependiente de PLP y cuya accién
tiene un papel primordial en la biosintesis de verbascésido. Se ha documentado que las enzimas
PLP-dependientes incluyen diversos tipos, como aminotransferasas, descarboxilasas,
racemasas, aldolasas, sintasas, entre otras. Este tipo de enzimas usualmente estan involucradas
en diversos procesos celulares clave, incluyéndose el metabolismo de aminoacidos y la

produccion de metabolitos derivados de aminoacidos (Liang et al, 2019).

Es decir que, es muy probable que, en el caso de B. cordata, la enzima implicada sea una L-

aminodacido aromatico descarboxilasa, tentativamente una Tir/DopaDC cuyo sustrato podria
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ser: i) tirosina para generar tiramina, ii) L-DOPA para generar dopamina, iii) sea capaz de
aceptar ambos sustratos. Por otro lado, la sintesis de 4-hidroxifenilacetaldehido (4-HPAA)
puede ocurrir via descarboxilaciéon de 4-hidroxifenilpiruvato (4-HPP) o por la oxidacién de
tiramina; se ha planteado que probablemente Tir/DopaDC esté involucrada en la sintesis de 4-
HPAA (Facchini et al,, 2000). Nota al calce: la sintesis de 4-hidroxifenilacetaldehido (4-HPAA) a
partir de L-tirosina es catalizada por la tirosina aminotransferasa (TAT, EC 2.6.1.5), una enzima

PLP-dependiente (Parthasarathy et al, 2018) (Figura 19).

La existencia de una enzima Tir/DopaDC involucrada en la biosintesis de verbascdsido en B.
cordata seria relevante, debido a que en otras especies incluyendo a Rehmannia glutinosa
(Scrophulariaceae, especie productora de verbascésido) se ha reportado la induccién de la
enzima en respuesta a herbivoria, ante la exposicion de elicitores fingicos (Parthasarathy et al,
2018) asi como a MeJa (Wang et al,, 2017; Wang et al,, 2019a; Wang et al., 2021). En plantulas
de Lycoris aurea (especie productora de alcaloides derivados de tirosina via tiramina), después
de 24 h de tratamiento con MeJa (100 pM), se incremento la transcripcion del gen LaTYDC1
codificante de la enzima Tir/DopaDC. Ademas, plantulas de la misma especie también tratadas
con MeJa, duplicaron el contenido de tiramina en comparacion con las plantulas control (Wang
et al, 2019a). Lo anterior abre la posibilidad de que el aumento observado en la produccién de
verbascosido en las células tratadas con MeJa (Figura 14b) no sélo se debiese al aumento de
los transcritos, produccién y actividad de enzimas como PAL y PPO, sino también de la enzima
Tir/DopaDC. Por otro lado, podria explicar la disminucién en la produccién de biomasa
observada en algunos puntos durante los experimentos con MeJa (Figuras 13ay 14a), ya que
con base en lo reportado por Wang et al. (2019a), el aumento en la transcripcion de la enzima
BcTir/DopaDC podria resultar en el incremento de tiramina (compuesto intermediario en la
biosintesis de verbascosido, Figuras 6 y 16). Sin embargo, hay que tener en cuenta también
que altos niveles de tirosina son téxicos: Araji et al. (2014) reportaron que la aplicacién exdégena
del metabolito promovi6 la muerte celular en células de Juglans regia. En cualquier caso habria

que llevar a cabo experimentos que validen esas hipétesis.
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Figura 19. Rutas de biosintesis asociadas a la produccién de hidroxitirosol, salidrésido, catecolaminas y alcaloides
benzilisoquinolina. Esquema integrado con datos de Kulma y Szopa 2007; Torrens-Spence et al,, 2018; Park et al,
2020; Zhou et al, 2020 y Lichman, 2021. Las flechas verdes indican los posibles sustratos de la enzima Tir/DopaDC
(tirosina/DOPA descarboxilasa). Las flechas azules indican los posibles sustratos de la enzima PPO (polifenol
oxidasa).

En tiempos recientes se ha reavivado el interés relacionado con el estudio de plantas y
microorganismos que poseen los mecanismos bioquimicos y moleculares para sintetizar
compuestos neuroactivos, entre los mdas comunes: acido gama-aminobutirico (GABA),
serotonina, melatonina, quinurenina, acido quinurénico, dopamina, norepinefrina, histamina,
triptamina, tiramina y -feniletilamina. Estos compuestos pueden aportar mejoras en la salud
(por ejemplo, para respaldar el tratamiento de trastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Parkinson), la cognicion, asi como el estado animico y comportamiento de las
personas (Pathak-Gandhi y Vaidya, 2017; Yilmaz y Gokmen, 2020). Alimentos fermentados y
no fermentados contienen algunos de estos compuestos. Por un lado, los alimentos no
fermentados pueden ser proveedores directos de este tipo de compuestos o bien pueden actuar
como prebidticos (sustratos selectivamente usados por microorganismos como aquellos
presentes en la microbiota intestinal - los‘probiéticos’ - para conferir un beneficio a la salud).

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que ciertos microorganismos
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tienen la capacidad de sintetizar compuestos neuroactivos durante el cultivo, aportando un
mayor valor nutracéutico a los alimentos fermentados como yogurt, vino blanco y rojo, cerveza,
algunos quesos, kimchi, kéfir, etc. (referencias en Yilmaz y Gokmen, 2020). En este sentido, B.
cordata podria usarse como prebidtico y ademas como alimento nutracéutico por ser fuente de
aminodacidos como fenilalanina y tirosina, ademas de L-DOPA y dopamina. Por otro lado, la linea
celular puede emplearse como proveedora de compuestos neuroactivos como dopamina y/o
tiramina, sin apartar la vista del hidroxitirosol, compuesto que per se, es una molécula relevante
para la industria farmacéutica debido a sus multiples actividades bioactivas como actividad
antiinflamatoria, antibiética, antioxidante, antitumoral, neuroprotectora, entre otras. Ademas,
junto con sus derivados, ha mostrado ser muy efectivo en el tratamiento de sindrome

metabdlico y padecimientos cardiovasculares (Robles-Almazan et al, 2018).

8.3.3 Perfil metabolémico putativo de células en suspension de B. cordata

Las estrategias actuales de metabolémica en plantas dependen sobre todo de metodologias
basadas en espectrometria de masas (MS). Actualmente, este tipo de andlisis acoplado a
cromatografia de liquidos ‘L.C-MS’ ofrece un enfoque mas comprensible sobre la diversidad de
compuestos especializados que es posible encontrar en una especie, en un 6rgano/tejido,
momento y condiciones determinadas (Alseekh y Fernie, 2018). Para aumentar la informacién
relacionada con el perfil metabdlico de la fraccion polar de células en suspension de B. cordata
se empleo el enfoque de metabolémica no dirigida, llevando a cabo cromatografia de liquidos

acoplada a masas de muestras celulares tratadas con:

a) L-fenilalanina (L-Phe, 600 uM adicionado al ts con 10 dias de exposicion),

b) metil jasmonato (MeJa, 50 uM adicionado al (£s) y 48 horas de exposicion),

c) benserazida ([3.0 mM] inhibidor de la enzima Tir/DopaDC, EC 4.1.1.25) adicionado a los
quince dias de cultivo t;5y 15 dias de exposicion) y

d) acido 2-aminoindan-2-fosfénico (AIP [100 uM], inhibidor de la enzima PAL, EC 4.3.1.24,

adicionado al momento de la inoculacion £y y 21 dias de exposicion).
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A continuacién, se presentan los cromatogramas obtenidos cuando el anélisis espectrométrico
se llevé a cabo con fuente de ionizacidn electroespray modo negativo: en las Figuras 20 (L-Phe),
21 (MeJa), 22 (benserazida), 23 (AIP) y 24 (comparacion entre cromatogramas de células

control colectadas en diferentes puntos de la cinética de crecimiento: dias 11, 19, 21 y 30).
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Figura 20. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
negativo del extracto metandlico de células de B. cordata tratadas con L-fenilalanina 600 pM, y su control
correspondiente (Control), adicionada al t9 y colectada después de 10 dias de exposicion.
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Figura 21. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
negativo del extracto metanoélico de células de B. cordata tratadas con metil jasmonato MeJa, 50 uM, y su control
(células sin tratamiento), adicionado al t9 y colectada después de 48 horas de exposicion.
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Figura 22. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
negativo del extracto metanoélico de células de B. cordata tratadas con benserazida (inhibidor de Tir/DOPA-dec, EC
4.1.1.25, 3.0 mM), y su control correspondiente (Control), adicionado a los quince dias de cultivo t;5 y colectadas
después de 15 dias de exposicidn (benserazida).
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Figura 23. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
negativo del extracto metanélico de células de B. cordata tratadas con AIP (Acido 2-aminoindan-2-fosfénico,
inhibidor de la enzima fenilalanina amonio liasa [PAL, EC 4.3.1.24, 100 uM]), y su control correspondiente (Control),
adicionado al momento de la inoculacién to y colectadas después de 21 dias de exposicion (AIP).
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Figura 24. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
negativo del extracto metanoélico de células de B. cordata en diferentes momentos de crecimiento: a los dias 11, 19,
21y 30 de cultivo.

122



En las Figuras 25 (L-Phe), 26 (Me]a), 27 (benserazida), 28 (AIP) y 29 (comparacion entre
cromatogramas de células control colectadas en diferentes puntos de la cinética de crecimiento:
dias 11, 19, 21 y 30), se presentan los cromatogramas obtenidos cuando el andlisis

espectromeétrico se llevé a cabo en modo postivo.
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Figura 25. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
positivo del extracto metandlico de células de B. cordata tratadas con L-fenilalanina 600 pM, adicionada al ¢ty y
colectada después de 10 dias de exposicion (L-Phe) y su control correspondiente (Control).
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Figura 26. Comparacion de cromatogramas de picos base (BPI) de células de B. cordata con fuente de ionizacion
electroespray modo positivo del extracto metanoélico tratadas con metil jasmonato Me]a, 50 pM, adicionado al (t9) y
colectada después de 48 horas de exposicion y células sin tratamiento (Control).
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Figura 27. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
positivo del extracto metanoélico de células de B. cordata tratadas con benserazida (inhibidor de Tir/DOPA-dec, EC
4.1.1.25, 3.0 mM) adicionado a los quince dias de cultivo ti5 y colectadas después de 15 dias de exposicion
(benserazida) y su control correspondiente (Control).
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Figura 28. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
positivo del extracto metandlico de células de B. cordata tratadas con AIP (Acido 2-aminoindan-2-fosfénico,
inhibidor de la enzima fenilalanina amonio liasa [PAL, EC 4.3.1.24, 100 pM]) adicionado al momento de la inoculacién
toy colectadas después de 21 dias de exposicion (AIP) y su control correspondiente (Control).
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Figura 29. Comparacién de cromatogramas de picos base (BPI) con fuente de ionizacién electroespray modo
positivo del extracto metanoélico de células de B. cordata en diferentes momentos de crecimiento: a los dias 11, 19,
21y 30 de cultivo.
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Visualmente, se observan diferencias en cada una de las figuras, entre los tratamientos y sus
controles, tanto en las corridas en modo de ionizacién quimica negativa como en las de modo
modo de ionizacién positiva (en modo positivo, el analito es diseminado a un pH bajo con la
finalidad de favorecer la formacién de iones positivos, mientras que en modo negativo, el
andlisis normalmente se lleva a cabo a por encima de su punto isoeléctrico para desprotonar
las moléculas). Los picos identificados con MS-DiaL.y con la funcidn ‘LC-MS spectral processing’
de MetaboAnalyst fueron anotados en Excel con la finalidad de identificar picos constitutivos,
asi como el efecto de los diferentes tratamientos sobre la produccién de metabolitos en células
de B. cordata. Ademas, los picos anotados fueron enriquecidos con MetaboAnalyst (Functional
Analysis) para asociarlos con las rutas metabdlicas principalmente representadas, por
comparacion con masas precursoras de compuestos en las bases de datos KEGG, HMDB y
PubChem. Las rutas resultantes del analisis de picos en modo positivo se muestran en la Tabla
8 y se representan en las Figuras 30a, 31a y 32a. En los resultados se observan rutas del
metabolismo primario, como aquellas involucradas en la biosintesis de porfirinas y clorofilas,
de los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano, aunque también de arginina,
prolina, cisteina y metionina (Figura 30a). Asimismo, en la biosintesis de folatos,
glucosinolatos, brasinoesteroides, acidos grasos insaturados, acido a-linolénico, igual que en la
biosintesis, elongacién y degradacién de acidos grasos (Figura 31a). En cuanto a las rutas de
metabolismo secundario, la principal ruta representada fue la via de sintesis de
fenilpropanoides, pero también aparecen las de flavonoides, flavonas y flavonol, asi como
elementos precursores de terpenos, diterpenos, terpenos ubiquinona, precursores de indol-
alcaloides y alcaloides isoquinolina (Figura 32a). Por otro lado, las rutas mas representadas
resultantes del analisis de picos en modo negativo se presentan en la Tabla 8 y se representan
en las Figuras 30b, 31b y 32b. Es evidente la coincidencia de la gran mayoria de las rutas con
aquellas resultantes del andlisis en modo positivo; sin embargo, en este caso se observaron
también la biosintesis de cutina, suberina y cera (Figura 31b), monoterpenos y metabolismo

de cafeina (Figura 32b).
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Tabla 8. Principales rutas metabdlicas de células de B. cordata afectadas por el tratamiento con a) L-fenilalanina (L-

Phe), b) metil jasmonato (Me]Ja), ¢) benserazida y d) dcido 2-aminoindan-2-fosfénico (AIP). Los resultados fueron
plataforma MetaboAnalist 5.0. Los nimeros indican la cantidad de compuestos putativamente representados de cada

obtenidos mediante andlisis de enriquecimiento de picos de rutas metabdlicas en modo positivo y negativo en la
ruta en cada tratamiento. *** ND, no detectado.

L-Phe WMela Benserazida AlP

E.on_o de ionizacion electrospray (4] n (+) n (+) (] (4]
Ruta metabdlica
Metabolismo de porfirinas y clorofila 23 11 20 21 16 g 12
Metabolismo de nucledtidos B 5 g 2 7 2 B
Metabelismo de arginina y prelina 7 ND 9 ND 3 MND 9
Metabolismo de cisteinay metionina 12 ND 13 ND 5 ND 8
Biosintessi de folatos 7 3 4 B 3 5 3
Biosintesis de glucosinelatos 9 3 12 g 13 10 11 12
Biosintesis de &cidos grasos insaturados 10 10 13 16 5 10 10 10
Biosintesis de acidos grasos 1 10 5 10 2 10 B 12
Degradacion de 3cidos grasos 11 g 19 B 17 B 10 4
Elongacion de acidos grasos B B 10 4 g 4 4 3
Metabolismo de dcido a-linolénico 10 10 16 g 14 12 17 ]
Biosintesis de cutina, suberinay cera ND 9 ND 10 MD 7 ND 3
Metabolisme de triptéfane 7 4 g 4 10 B 3 0
Metabolismo de tirosina 5 3 7 0 g 1] 4 4
Biosintesis de fenilpropanocides 20 B 18 B 17 12 18 9
Biosintesis de flavonoides 7 1 3 5 ] 10 0 0
Biosintesis de flavonas y flavonol 1 1 1 3 4 2 1 ]
Biosintesis de terpenoides 1 2 6 3 0 4 3 3
Biosintesis de monoterpenos ND 2 ND 0 MD 1 ND 2
Biosintesis de diterpenos 7 5 11 5 4 5 g ]
Biosintesis de ubiquinonay otras quinonas
terpénicas 3 4 12 2 g 3 4 5
Biosintesis de indol-zalcaloides ] 1 4 1 1 Pl 1
Biosintesis de alcaloides isoquinolina 4 0 4 0 4 0 0
Biosintesis de brasinoesteroides 3 ND 5 ND 3 ND 3
Metabelismo de cafeina MND 4 MND 4 MD 2 ND
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Figura 30. Principales rutas del metabolismo primario afectadas por el tratamiento con L-fenilalanina (L-Phe, azul),
metil jasmonato (Me]a, rojo), benserazida (verde) y acido 2-aminoindan-2-fosfénico (AIP, morado) de células de B.
cordata. Los resultados fueron obtenidos mediante analisis enriquecimiento de rutas metabdlicas de picos en a)

modo positivo y b) modo negativo.

128



20

12
10

O N B Oy

da 18
16 mL-Phe
14 = Mela
12 m Benserazida
10 mAIP
8
6
4
2
0
X & =) o) <2 &
-séb Sl G:,O @60 & &
5 $ % o &
I & RS R N &
& e 4 o of °
R & 2 2 s (b"\
A s & & N °
('\“'b cf’@e S & e &
§ . K o e x&
. & & < A\ '
Q’,\Og Q Q}Cf’\
18 - u L-Phe
b 16 - u Mela
14 ¥ Benserazida

m AP

Figura 31. Principales rutas del metabolismo de acidos grasos afectadas por el tratamiento con L-fenilalanina (L-
Phe, azul), metil jasmonato (Me]a, rojo), benserazida (verde) y acido 2-aminoindan-2-fosfénico (AIP, morado) de
células de B. cordata. Los resultados fueron obtenidos mediante analisis enriquecimiento de rutas metabdlicas de
picos en a) modo positivo y b) modo negativo.
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Figura 32. Principales rutas del metabolismo secundario afectadas por el tratamiento con L-fenilalanina (L-Phe,
azul), metil jasmonato (Me]a, rojo), benserazida (verde) y acido 2-aminoindan-2-fosfonico (AIP, morado) de células
de B. cordata. Los resultados fueron obtenidos mediante andlisis enriquecimiento de rutas metabdlicas de picos en

a) modo positivo y b) modo negativo.
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Figura 33. Perfil de elucién a. en modo positivo y b. en modo negativo de compuestos presentes es en células en

suspension de B. cordata basado en el analisis de enriquecimiento de rutas (MetaboAnalyst).
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Es importante sefialar que para llevar a cabo el andlisis de enriquecimiento de rutas se
procesaron todas las muestras tratadas, en conjunto con sus controles correspondientes, para
obtener un perfil global de células en suspensiéon de B. cordata. Sin embargo, fue posible
observar cambios en la representacion de rutas entre los diferentes tratamientos, como se

aprecia en las Figuras 30-32.

Reuniendo los compuestos putativamente identificados en modo positivo y en modo negativo,
fue posible asignar una posiciéon dentro de los cromatogramas de los principales grupos

metabdlicos de acuerdo a su perfil de elucion (Figura 33).

Ademas, se reconstruyeron las principales vias del metabolismo secundario. En la Figura 12
del Anexo se presenta la ruta de los fenilpropanoides, los compuestos se resumen en la Tabla
9. En la Figura 13 (Anexo) la via de sintesis de flavonoides, flavonas y flavonoles. Los
compuestos se resumen en la Tabla 10. En la Figuras 14 y 15 (Anexo) se presentan las rutas
de sintesis indol-alcaloides y alcaloides benzilisoquinolina, respectivamente. Los compuestos
seresumen en la Tabla 11. Finalmente, en la Figura 16 (Anexo) se presenta la ruta biosintética
de terpenoides, esteroles, giberelinas, ubiquinonas, clorofilas, carotenoides y tocoferoles. Los

compuestos se observan en las Tablas 12,13 y 14.
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Tabla 9. Compuestos putativamente identificados pertenecientes a la ruta biosintética de los fenilpropanoides

Ruta biosintética de los fenilpropanoides

Compuesto KEGG PubChem
L-Fenilalanina Co0079 6140
L-Tirosina Co00&s2 6057
Feruloil-CoA CO0406 NA
Acido sinapico Coo4as2 637775
Cinamoil-CoA CO0540 NA
Coniferil alcohol CO0590 1549095
Coniferina Co07e1 5280372
Acido p-coumérico Coog811 637542
Acido clorogenico C00852 1794427
Cinamaldehido CO0903 637511
1-O-Sinapoil-beta-D-glucosa C01175 NA
Acido caféico C01197 4422
Acido trans-ferulico C01494 445858
Siringina C01533 MNA
Sinapil alcohol C02325 5280507
4-Coumaril alcohol C02646 54682930
Sinapoil malato CD2887 NA
Acido p-Coumaroil shikimico C02947 NA
p-coumaraldehido C05608 641301
Aldehido sinapoil C05610 NA
Acido 5-hidroxifertlico C05619 446834
Coumarinato C05838 5280841
beta-D-Glucosil-2-coumarinatoC05839 5316113
Coumarina C05851 323
4-Hidroxicinamil alcohol 4-D-

glucosido C05855 NA
Acido cafeoilshikimico C10434 6124136
Aldehido caféico C10945 NA
5-Hidroxiconiferaldehido C12204 NA
Cafeil alcohol C12206 NA
Acido 3-0-p-Coumaroilquinico C12208 9945785
N1,N5,N10-Tricafeail

espermidina C18070 NA
N1,N5,N10-Triferuloil

espermidina C18071 NA
N1,N5,N10-Tri-{(hidroxiferuloil)-

espermidina C18072 MNA
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Tabla 10. Compuestos putativamente identificados pertenecientes a la ruta biosintética de flavonoides, flavonas y

flavonoles.

Biosintesis de Flavonoides y flavonas

Compuesto KEGG PubChem
Acido 3-O-p-Coumaroilquinico C12208 9945785
Dihidromiricetina C02906 5833
Feruloil-CoA C00406 NA
Pinobanksina C09826 NA
Kaempferol C05903 5280863
Delfinidina 05908 68245
Leucocianidina C05906 NA
Aromadendrina C00974 662
Pentahidroxiflavanona C05911 NA
Eriodictiol C05631 440735
Taxifolina C01617 NA

Fustina C01378 NA
Cinamoil-CoA C00540 MNA
(-)-Epigalocatequina C12136 72277
Eriodictiol chalcona C15525 NA

Luteolina C01514 5280445
Acido datélico C10434 6124136
Acido chlorogenic C00852 1794427
Pelargonidina C05904 67249
Leucodelfinidina C05909 NA
Homoeriodictiol chalcona C16405 NA
(2R,3R)-3,4',7-Trihidroxiflavanona C09751 3512634
Naringenina C00509 439246
(25)-Liquiritigenina C09762 1889
Butina C09614 NA
(S)-Pinocembrina 09827 238782
Chalconaringenina COB561 5280960
Apigenina C01477 5280443
Pinocembrina chalcona C16404 NA

Buteina C08578 NA
Isoliquiritigenina C08650 638278
MNorizalpinina C10044 5281616
(-)-Epiafzelequina C12128 443639
5-Deoxileucopelargonidina C16415 47205713
Apiforol C12124 NA

Floretina Coo774 4788
4-Coumaroilshikimato C02947 NA

cis-3 and trans-2-Hexenil propionato  C03648 440073
Quercetina C00389 5280343
Epicatechina C09727 72276
Fisetinidol-4beta-ol C09736 11924
Miricetina C10107 5281672
Luteoforol C05907 440834
Kaempferol 3-O-ramnosido-7-0-

glucosido C21854 NA
Quercetina 3-glucosido C05623 5280804
Quercitrina C01750 5280459
kKaempferol-3-0-glucosido C12249 5282102
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Tabla 11. Compuestos putativamente identificados pertenecientes a las vias de sintesis de precursores de
catecolaminas, indol-alcaloides y alcaloides isoquinolina.

Biosintesis de catecolaminas

Compuesto KEGG PubChem
Serotonina coo780 5202
Melatonina C01598 896
Biosintesis de indol-alcaloides
L-Triptofano C00078 6305
Triptamina C00398 1150
Secologanina C01852 NA
3-alpha(S)-Estrictosidina C03470 NA
Biosintesis de alcaloides isoquinolina

L-Tirosina 00082 6057
Tiramina C00483 5610
L-Dopa C00355 6047
3,4-Dihidroxifenilacetaldehido C04043 119219
Acido 4-Hidroxifenilpirdvico (HPP) C01179 979

Tabla 12. Compuestos putativamente identificados pertenecientes a la via de sintesis de estructuras terpénicas.

Biosintesis de estructuras terpénicas

Compuesto KEGG PubChem
2-C-Metil-D-eritritol 4-fosfato (CDP-ME) C11434 NA
Geranilgeranil-PP (GGPP) C00353 447277
Dehidrodolicol difosfato C05859 8152
Isopentenil fosfato (IPP) C20345 163312083
Acetoacetil-CoA C00332 439214
Fitil difosfato C05427 7791
(-)-alfa-Terpineol C11393 NA
(R)-3,7-Dimetil-1,6-octadien-3-ol C11389 67179
(+)-Neomentol C00553 439263
4-(Citidina 5'-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol

(CDP-MEP) C11435 NA

Acido (S)-5-Difosfomevalénico (MVP) C01143 439418
all-trans-Nonaprenil difosfato C04145 6830
2-trans,6-trans-Farnesal C03461 5280598
all-trans-Nonaprenil difosfato C04145 6830
trans,trans-Farnesil fosfato C20121 135626581
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Tabla 13. Compuestos putativamente identificados pertenecientes a la via de sintesis de terpenos ubiquinona y

tocoferoles.
Biosintesis de terpenos ubiquinona y tocoferoles

Compuesto KEGG PubChem
Acido 4-Hidroxifenilpirtvico C01179 979
2-Metil-6-fitilhidroguinona C15882 23724601
Acido 4-Hidroxicindmico C00811 637542
Delta-Tocoferol C14151 92094
Nonaprenil difosfato C04145 6830
Geranilgeranil-PP C00353 447277
1,4-Dihidroxi-2-naftoato C03657 NA
Alfa-Tocoferol C02477 14985
Alfa-Tocotrienol C14153 5282347
Acido Homogentisico C00544 780
Vitamina K1 C02059 5280483
L-Tirosina C00082 6057
Vitamina K reducida (filoguinona) C03313 5284607
2,3-Dimetil-5-fitilquinol C15883 NA
Gamma-Tocoferol 02483 14986
Gamma-Tocotrienol 14155 5282349
Demetilfiloguinol C21084 295369346
Beta-tocoferol C14152 6857447
Menaquinol C05819 5280839
6-Geranilgeranil-2,3-dimethilbenzeno-1,4-diol C20738 254741206
epsilon-Tocoferol C14154 9844470
2-Succinil-5-enolpiruvil-6-hidroxi-3-ciclohexeno-1-
carboxilato C16519 NA
fitil difosfato C05427 7791
Vitamina K2 C00828 5283547
Dimetilfiloguinona C13309 56927684
(1R,6R)-6-Hidroxi-2-succinilciclohexa-2,4-dieno-1-
carboxilato C05817 NA
Isocorismato C00885 NA
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Tabla 14. Compuestos putativamente identificados pertenecientes a la via de sintesis de diterpenos/giberelinas.

Biosintesis de diterpenos/giberelinas

Compuesto KEGG PubChem
Giberelina A20 C02035 NA
Giberelina A51 C11865 13964928
Giberelina A9 C11863 NA
Giberelina A19 C02034 4632015
Giberelina A4 C11864 NA
Gibberelina A124 C11861 0
Giberellin A44 diacid C06095 NA
ent-Copalil difosfato C06089 NA
Geranilgeranil-PP C00353 447277
Giberelina A51-catabolito C11854 NA

Acido (ent-6alfa, 7alfa)-6, 7-Dihidroxi-16-

cauren-19-oico C11876 0
(3E,7E)-4,8,12-Trimetil-1,3,7,11-

tridecatetraeno C20700 13941492
Acido ent-7alfa-Hidroxicaur-16-en-19-oico C11875 NA
ent-16-cauren-19-al C11873 0
Giberelina A1 C00859 NA
Giberelina A34 C11868 NA
ent-16-cauren-19-ol C11872 529650
(E,E)-Geranilinalol C20681 172232401
Giberelina A29 C06096 NA
Giberelina A12 7-aldehido Co06093 5253705
Giberelina A15 lactona C11860 NA
Giberelina A53 C06094 5253706
Giberelina A8-catabolito C11870 NA
2beta-Hidroxigiberelina 1 C03579 NA
Giberelina A12 C11857 NA

Acido caur-16-en-18-oico C11874  NA
Giberelina A34-catabolito C11869 NA
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El orden de elucién de los compuestos (Figuras 33) corresponde a lo esperado, ya que al ser
una cromatografia de reparto en fase reversa, primero aparecen los compuestos mas polares
(como los aztcares) y finalmente aquellos de naturaleza menos polar (como los acidos grasos).
Por otro lado, algunos metabolitos se ionizan mejor en modo positivo (los que se comportan
mas como bases, por ejemplo los alcaloides); metabolitos como los fenoles que tienen
moléculas hidroxilo o carbolxilo se comportan como acidos y se ionizan mejor en modo

negativo.

En una reciente revision sobre compuestos bioactivos presentes en el género Buddleja, se
enlistan iridoides, lignanos, fenilpropanoides, feniletanoides, terpenoides (sesquiterpenos, di y
triterpenos, en conjunto con sus glicésidos), neolignanos, flavonoides, esteroides, ésteres
aromaticos, ésteres acido graso-fenoles (Khan et al, 2019). Considerando lo anterior, los
compuestos identificados después del enriquecimiento eran los esperados, siendo una de las
principales vias la de los fenilpropanoides y de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina
y tript6fano) (Tabla 8, Figuras 30 y 32). Por otro lado, es relevante la actividad en las vias de
sintesis de los aminoacidos prolina, arginina, metionina y cisteina, ya que podrian ser
empleados como precursores para incrementar la sintesis de glucosinolatos en el caso de
cisteina y metionina. Prolina y arginina como precursores de coumaroil-CoA y feruloil-CoA y
estos a la vez de flavonoides y ligninas, por ejemplo (KEGG, mapas 00330, 00940 y 00941;
https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). En cuanto al tript6fano, podria emplearse como
precursor de elementos neuroactivos como triptamina y las catecolaminas serotonina y
melatonina (ver Tabla 11) (Pathak-Gandhi y Vaidya, 2017; Yilmaz y Gokmen, 2020). No

obstante, es necesario precisar su identidad.

Se identificé un ion precursor de 623.20 [m/z] al minuto 4.75 en las corridas en modo negativo,
y un ion mas de 785.25 [m/z] al minuto 5.20, asociados a los feniletanoide glic6sidos
verbasco6sido y equinacdsido, respectivamente. Las abundancias de los iones precursores
obtenidas en cada una de las muestras analizadas se muestran en la Tabla 15 y se presentan
en la Figura 34 En el caso de verbascosido (Figura 34a) se observd la disminucion del ion
precursor en las muestras tratadas con los inhibidores benserazida y AIP, lo cual es consistente
con las observaciones previas (Figuas 15b y 18b). También hubo consistencia con MeJa

(Figura 14b), pero no asi con L-Phe (Figura 11b). [gualmente se observo la
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disminucion en las abundancias del ion precursor de equinacésido en las muestras tratadas con
los dos inhibidores. L-Phe aument6 su abundancia mientras que MeJa la disminuy6 (Figura
34b). En otras especies del género Buddleja han sido identificados ambos compuestos en la
misma especie, por ejemplo, en Buddleja globosa (Mensah et al, 2001), Buddleja officinalis (Guo
et al, 2004) y Buddleia lindleyana (Lu et al, 2005), algo que también ha sido detectado en otras
plantas productoras de verbascosido como Cistanche deserticola (Chen et al, 2007; Hu et al,
2011a), Cistanche tubulosa (Morikawa et al, 2014), Cistanche salsa (Chen et al, 2015) y
Scrophularia striata (Ahmadi-Sakha et al, 2016), por mencionar algunas. Al igual que el
verbascosido, el equinacésido posee multiples actividades farmacolégicamente importantes,
con especial atencion en efectos neuroprotectores y cardiovasculares. Se proyecta como un

compuesto potencial para tratar las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Liu et al,, 2018a).

Tabla 15. Abundancias relativas de los iones precursores de los compuestos verbascésido, equinacdsido, cumarina,
acido siringico y acido cumarico obtenidas por espectrometria de masas en cada uno de los tratamientos probados

en células de B. cordata, benserazida, AIP, L-Phe y MeJa.

Tratamiento
Compuesto lonizaciéon  m/z RT Benserazida  Benserazida AIP control AIP muestra  L-Phe control L-Phe muestra Melacontrol Melamuestra
control muestra
Verbascésido [M-H]- 623.2011 475 3077527 22013105 2992764 2838134 31774025 2847464 3059328 31852605
Equinacésido [M-H]- 785.2295 5.2 61286.5 1239 9712 7423 27346 94379 15281
Cumarina [M+H]+ 145.0064 2.15 6732.5 34391 73028 5592 36022.5 71394.5 43700 66370
Acido siringico [M-H]- 197.805 3.6 34020 28925 18913.5 20661.5 32950 11388 11205 19328
Acido cumérico [M+H]+ 147.0376 2.42 5807.5 5799.5 111668 4376 4803 37585 225804.5 572912.5
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Figura 34. Comparacién de abundancias relativas de los iones precursores de los compuestos a. verbascésido y b.
equinacésido, cumarina, acido siringico y dcido cumarico obtenidas por espectrometria de masas en cada uno de los

tratamientos probados en células de B. cordata, benserazida, AIP, L-Phe y MeJa.

Por otro lado, se detecté un ion precursor de 145.14 [m/z] en el minuto 2.15 identificado como
cumarina, ademas de un ion precursor de 197.17 [m/z] al minuto 3.6 identificado como acido
siringico, ambos pertenecientes a la via de sintesis de los fenilpropanoides (Figura 12 en el
Anexo); ambos aparecieron ademds en los andlisis de enriquecimiento (Tabla 9). Es
importante resaltar que estos elementos previamente habian sido identificados durante los
analisis de HPLC empleando estandares puros (ver en esta secciéon Cinética de crecimiento y

produccion de fenilpropanoides). Por otro lado, en esa misma seccién se sefialé6 que a
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diferencia de los primeros andlisis cromatograficos en la linea original (Estrada-Zuiiiga et al,
2009), esta vez no se habian identificado los acidos hidroxicindmicos: acidos cumarico, caféico,
ferulico y sindpico. Estos compuestos aparecieron en el analisis de masas especialmente acido
cumarico (ion precursor de 147.03 [m/z] en el minuto 2.42) (Tabla 9, Figura 12 en el Anexo),
por lo que la explicacidn de unas bajas concentraciones debido a su inmediata incorporacion a
la produccién de otros fenilpropanoides (como posible causa de por qué no se detectaron
durante los analisis HPLC) es coherente (Figura 5). Las abundancias de los iones precursores
de cumarina, &cido siringico y &cido cumarico obtenidas en cada una de las muestras analizadas
se muestran en la Tabla 15 y se presentan en la Figura 34b. Las abundancias de los iones
precursores de los compuestos dcido cumarico y cumarina disminuyeron con el inhibidor AIP,
pero aumentaron con L-Phe y MeJa, las observaciones son congruentes partiendo de que ambos
compuestos son derivados del acido cinamico el cual es producto de la actividad de la enzima
PAL. Por otro lado, las abundancias de los ién precursor de acido siringico disminuyeron con el
inhibidor benserazida y con L-Phe, pero aumentaron con MeJa. De acuerdo con lo anterior, MeJa
podria ser empleado en cultivos de B. cordata para aumentar la produccién de cumarina, acido

siringico y acido cumarico.

Adicionalmente, después de llevar a cabo los analisis de enriquecimiento, bajo las condiciones
evaluadas, no se identificé el flavonoide linarina (Figura 13 en el Anexo , Tabla 10), al igual
que en como se habia observado previamente durante el analisis cromatografico de liquidos.
Sin embargo, la ruta de biosintesis de flavonoides se mostré6 como una de las vias
principalmente representadas (Figuras 12 y 13 del Anexo; Tabla 8). Vazquez-Marquez et al,
(2019), senalaron la produccion de flavonoides ademds de compuestos fendlicos y
feniletanoide glicésidos durante ensayos en biorreactor con la linea original de B. cordata. Es
probable que tales flavonoides correspondan a algunos de los compuestos putativamente
identificados durante los ensayos de enriquecimiento (ver Figura 14 en el Anexo y Tabla 10).
Haria falta comprobar su identidad mediante analisis con estandares puros o bien mediante
resonancia magnética nuclear. En otras especies del género Buddleja, han sido identificados
algunos flavonoides como eriodictiol, luteolina, luteolina glucopirandsido, rutinésido,
quercetina, apigenina, diosmina e isorhoifolina, entre otros (Khan et al, 2019). Y en otras
especies productoras de verbascésido naringenina, quercetina, apigenina, luteolina y rutina

(Rubio-Rodriguez et al, 2021).
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Los compuestos de naturaleza fenilpropanoide y flavonoide son ampliamente estudiados y
producidos debido a sus efectos antienvejecimiento, por mencionar algunos: acido caféico,
curcumina, EGCG, epicatequina, kaempferol, luteolina, miricetina, naringenina, quercetina,
resveratrol, tirosol, vitamina E (Si y Liu, 2014 y referencias ahi). De comprobarse la identidad
de los flavonoides producidos por B. cordata, la linea celular podria emplearse como fuente de
estos importantes elementos quimicos, ademas de otros de naturaleza terpénica, esteroles,
giberelinas, ubiquinonas, clorofilas, carotenoides, tocoferoles (por ejemplo, vitamina E),
elementos precursores de catecolaminas, indol-alcaloides y alcaloides benzilisoquinolina (ver

Tablas 11-14).

Indudablemente, B. cordata es una importante fuente de metabolitos especializados con
multiples actividades farmacoldgicas, es conveniente llevar a cabo estudios para precisar la
identidad de los compuestos putativamente identificados para tener mayor claridad sobre los
cambios cuantitativos, aplicando métodos estadisticos para sefialar los cambios metabdlicos
debidos a los diferentes tratamientos (por ejemplo, L-fenilalanina, metil jasmonato, y los
inhibidores benserazida y AIP. Igualmente, seria enriquecedor realizar el analisis del perfil
metabdlico medianamente y poco polar de la linea celular (por ejemplo, de fracciones extraidas

con hexano, diclorometano y acetato de etilo).

8.4 Clonacion del gen PAL de Buddleja cordata (Bcpal)

La fenilalanina amonio liasa ‘PAL’ (EC 4.3.1.24) es una enzima ampliamente distribuida en el
reino vegetal. Se encuentra presente en todas las plantas superiores (monocotiledoneas,
dicotiledéneas, gimnospermas, helechos y licopodios), en algunos hongos (basidiomicetos,
deuteromicetos y ascomicetos) y en pocos organismos procariotas, incluyendo Streptomyces
(Appertetal, 1994; Hyun et al, 2011). En cambio, a la fecha no hay reportes sobre la presencia
de genes homologos a pal en los linajes de algas verdes, algas rojas ni en mamiferos (Barros y
Dixon, 2020). PAL pertenece a la familia de enzimas aminoacido aromatico-liasas, las cuales
catalizan la ruptura de enlaces quimicos en compuestos organicos por un mecanismo diferente
ala hidrdélisis o la oxidacién. Es una de las pocas enzimas transformadoras de aminoacidos que
no dependen de piridoxal 5’-fosfato (PLP) como cofactor (Hyun et al, 2011). La familia incluye
ademas a la enzima bifuncional L-Phe/L-tirosina amonio liasa (PTAL, EC 4.3.1.25), presente

Unicamente en plantas pertenecientes a la
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familia Poaceae. Ademas, en la naturaleza existe una versiéon monofuncional, la tirosina amonio
liasa (TAL, EC 4.3.1.23), aunque hasta la fecha no ha sido identificada en plantas ni en hongos
(Barros y Dixon 2020). Adicionalmente, existe la enzima L-histidina amonio liasa (HAL, EC
4.3.1.3), aunque a pesar de su estrecha relaciéon con PAL y PTAL Gnicamente se la ha ubicado en

el reino animal.

Normalmente, PAL es una enzima integrada por aproximadamente 700 aminoacidos, su
estructura ternaria consiste en cuatro subunidades idénticas (homo-tetramérica). Cataliza la
desaminacion no oxidativa del aminoacido L-fenilalanina para formar acido trans-cinamico y
un i6n libre de amonio (Figura 35) (Hyun et al, 2011; Tohge et al, 2013). Su actividad es
controlada principalmente via sintesis de novo de la enzima, pero también puede ser regulada
anulando su actividad enzimatica por producto, es decir, por el acido trans-cinamico (Tohge et

al, 2013).

Co0-

+ NH,
H

L-fenilalanina Acido trans-cinamico

Figura 35. Esquema de reaccion de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) (Hyun et al, 2011).

La conversion del aminoacido L-fenilalanina a acido trans-cinamico es el paso de entrada en la
canalizacion del flujo de carbono del metabolismo primario al metabolismo secundario
(incluyendo un amplio espectro de compuestos fenilpropanoides, fenoles y algunos alcaloides).
PAL ha sido extensivamente estudiada debido a su rol en el desarrollo de las plantas y a su
respuesta a una gran variedad de estimulos ambientales incluyendo herbivoria, radiacién
ultravioleta, etileno, patégenos y elicitores (Appert et al, 1994; Korkina, 2007; Song y Wang,
2009; Vogt, 2010; Hu et al, 2011b; Hyun et al, 2011; Kumar y Goel, 2019; Vanholme et al,
2019).

Con base en los resultados obtenidos previamente respecto al uso del inhibidor de la

fenilalanina amonio liasa, ‘AIP’, se determiné que la enzima PAL tiene un papel fundamental
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en la sintesis de verbascésido en B. cordata, como también es el caso de diferentes
dicotiledéneas productoras del compuesto, asi como de otros feniletanoide glicdsidos, por
ejemplo Cistanche deserticola (Hu etal., 2011b y Teucrium chamaedrys (Antognoni et al., 2012).
Con la finalidad de entender con mayor detalle la regulacién, biosintesis y acumulacién de
verbascosido en cultivos de células en suspensiéon de Buddleja cordata, en este trabajo se
planted como otro objetivo la clonacién de un gen codificante de la proteina PAL de B. cordata

‘Bepal'.

Debido a la falta de informacién genética de la especie, y en primera instancia para la clonacién
del gen Bcpal, se obtuvo informacién en las bases de datos digitales sobre la secuencia
nucleotidica del gen pal asi como de la secuencia de aminoacidos de la proteina en especies
cercanas a Buddleja cordata; en este caso, especies pertenecientes al orden Lamiales ya que a
la fecha no hay informacién disponible al respecto sobre especies pertenecientes al género
Buddleja ni a la familia Scrophulariaceae. La informacién obtenida en las bases de datos de NCBI
sirvi6 como base para el disefio de primers degenerados con base en secuencias altamente

conservadas (Figuras 36y 37).
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Agastache
Salvia
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Perilla ceAGEACCEAccAGTE deARRT AT 6]
Solenosteman g MiccAlAACGGTCACCA)

Pogostemon 5 i
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Scutellaria
Clustal Consensus

Prunella S1TGAACIGGE LGGCGG(GGCIGACTC G §
Agastache CCETTCAACTGEE HECCEGCEECCaACTCECTCAAGES 2AGCCACCT GAS =GA-:G1'"MG CGGATEETCCACEAGTICAGCARCCCECTCETCARCCTCE
Salvia CCRITGAACTGEG /GGEGGCGE C(GMTC(CTCMG(GG.GGCC.HCCTIGJ\ AGACGTAAGCGGATGETGGAGGAGTTCAGEAACCCEGTGET RAAGCTCG
Melissa CCETTGAACTGGEGGEGECGECCEACTCECTCAAGEGRAGCCACCT IGATGACGTCAAGCGGATGETGGAGGAGTTCAGCAACCCEGT GETGAAGCTCG
Perilla C hcecee CCGACTC -v:TanGcGGnucanCTuGMGAcGTCMG (GGATGCTGGAGGAGTTCAGCAACCCEGTGETIAAGCTCG
Solenostemon ccmTGMuwGG"GcGGcGGccenaeccCTEAGcGGnGccp.ln;emencarcmeMGMGcTGGNGGnGﬂcnecmcccceicrem”:'rcG
Pogostemon CCGyTS RAACTGEG ieec"'ec-ec IGMTC(CTCMG(GG#GCC!CCT;GATGA(GT(##G M GATGCTGGAGGAGTTCAGEAAG JCCGTACT RAAGCTCG
Cistanche CCGTGAACTGGE I6GCGGCGECEGACTCICT EAAGEGGAGCCACCTIGATGACGTCAAGCGGATGETGGAGGAGTTCAGEAACCCIGTGETGARGCTCG
Olez JGCIGAC F_ bl i GATGAG-T(##GEGHNTG(TGGNGGﬁ"TTCAGC.&MCC(GTGCTGMGETCG
Scutellaria o ¢ dd : WATGETGGIGGAGT CRGCARGECCaTaET ueceTlG

Clustal Consensus

144



Frunella
Agastache
Salvia
Melissa
Perilla
Solenostemon
Pogostemon
Cistanche
0lea
Scutellaria
Clustal Consensus

Frunella
Agastache
Salvia
Melissa
Perilla
Solenostemon
Pogostemon
Cistanche
Olea
Scutellaria
Clustal Consensus

Prunella
Agastache
Salvia
Melissa
Ferilla
Solenostemon
Pogostemon
Cistanche
Olea
Scutellaria
Clustal Consensus

Prunella
Agastache
Salvia
Melissa
Ferilla
Solenostemon
Pogostemon
Cistanche
Olea
Scutellaria
Clustal Consensus

Prunella
Agastache
Salvia
Melissa
Perilla
Solenostemon
Pogostemon
Cistanche
Olea
Scutellaria
Clustal Consensus

218 22 P
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GGEAGAGACECTCAC tATAT CGCAGET GECGECGATCGC]GCCAY CGATAAT CCICTGGCGETGGAG Y TCGCCGALT CGECGAGEECCEECGTCAAGGE
GCGGIGAGACCCTCAC ATnTc'tnGcTﬂccEGtGATEetEGcznﬂtGATnATcCGGTGGcGG1GGnGCTGGccGnGTcegceﬁeecccecc51cnﬁsec
GCGGEGAGACECTCACATATC EﬁGETGECGGEG#TﬂGC;GEEﬁﬁﬁGﬁTﬂATECGETGGEGGTGGNGCTEG RGACT CGJCCAGGCCCGECGTCAAGGE
GCGEAGAGACCCTCAC cATAT CIICAGET JCCGGEGATCGECGCCALCGATAATCCGCTGGCGGTGGAGCT CGCIGACT CCECCAGEECCEECGTCARGGE
GCGEAGAGACCCTCACIATATCGCAGETGECEGC]ATCEC]GCCIGEGATAAT CC]CT GECEGTEEAGCTEGCEGACT CEECCAGEECCECCETCARGEE
GCGE&G#GACECTE#CHATEECEE#GETGGCGGEEATCGC;GCE&GEG#E#ATGCGETEGEGGTEGNGCTGECEG#GECGECG#GGGCEGGCGTE#AEGC
6CGGEGAGACCCT CACIATACCGCAGETGECGGCEATCGCGCCAGEGATAATCCGETGGIGGTGGAGCTCECEGAGECGECCAGGECEGECGTCAIGEE
GceegsﬁeagcuTcnc=ATA;cetnGcTGcceecGATcetcecEAGcGnTnATccecTGGces1aeneCTGGccensicecceﬁeeeﬁhxceTunﬁsec
GEGEAGAﬂAcCCTGnciAT'Tci;nEETGGCGGcGATiGccicciecenTnATGcigT P CGTGEAGCTCGC IGAGECHCCCIGEECCGECGTCANGEE
GCGGEGAGACECTCACSAT NIEGCAGETGCCGGCGETEGCCY tcclenchs 0 £

AGCAG SGASTGGCTTATGCASACCATGACAAGG IACCG] CAGTTACGECGTIACACCGGATTCGGICCCACSTCACACCEGACGACCAACCACGGC
CAGEnG;GAiTGGGTTﬁTGGA;nGtATGA:CA#ﬁGGiﬁCEGACIGTTACGECGTCAECACEGG;TTEGGTGCC#C‘TCACNCCG!EGGACTLAECnGGGC
cnean1GA1TGGGTTATGGnGnGCA1GnEEAnEGG-Ac:GAcAGETAceece1cAccnccGG1TTcGGTGccﬁc=1cicncceencenc:nnecneeec
CAGE#GEGATTGGGTT#TGE#G#ECﬁTGﬁﬁEA#!GGEACEGACNGTTACGECGTCAEC#CEGGETTEGGTGCC#C TCACACCGRACGACTAAGCACGEE
CAGCAGTGATTGGETTATGCAGACCATGAATARAGG SACCGACAGTTACGECGTCACCACCGGTTTGGTECCACETCACACCCGACGACTAACCACGE
CﬁGE#GTGATTGGETTﬁTGEﬁEﬁECﬁTG#ﬁCA#ﬁGG'ACEGACﬁGCTACGECGTCAEC&CEGGETTEGGTECCﬁCiquCﬂCCEG#G“ACT#AEC#GGGC
CAGEnGTGATTGGGTEﬁTGGA;#GtATGEﬁCAﬁﬁGG=ACEGAEIGCTACGGﬁGTCAECACEGGTTTEGGﬂGCCﬁC=1t;tﬂttEGnGEACTAAECAEGGC
CﬁGE#GEG#TTGGETT#TGE#G#GEATG#&E##!GG=ﬁCCGﬁEﬁGCTﬁ-GEEGTC#EC&CEGGTTTiGGTECCﬁCijCﬁCﬂCCEG#EGﬁCEﬁﬁECﬁiGG
AGEﬁGTGATTGGGTTﬁTGGﬁGﬁGuATGﬁﬁuAﬁﬁGGiACEGﬂ“ﬁGTTﬁ“GGuGTCACﬂAC"GGITT"GGTGCEﬁCHTCACﬁ EG#EGACEMAECA'GG
5 .

=AG-ﬁGTGATTGGGT:ﬁTGGﬁmﬁGCATGeﬁCAﬁﬁGG‘AC!Gﬂ AGCTAYGGYGTCACCACYGGATTYGGTCCYACYTCACARICGACGACCAAZCALGE

g

€6 CCTCITCAGAACGACCTCAT SAGGTT CTTGAASGC(GGAATATT CCGARAYGGEACEGAATCITHCCACACECTGC(GCACACEGCEAC ;ccie
EGCEETETTE!GA&EG#EETuATTﬁGGTTuTTGﬁﬁTGCEGG##T#TTCEG##&IG;GACgGﬁﬁTE=HAEEAEﬁEEHTGCEGE#E#EEGC##E##G#EE‘G
6GCCCTCTTCAGAACGACCTCATTAGGTTCTTGAASGCCGGAATATT CCGAAASGEGACAGAAT CEIACCACACECTGC(GCACACEGCEAC EAGACCEG
EGCECTCTTC!GA&GG#GCTEﬁTTﬁGGTTCITGﬁﬁTGCiGGﬁ#TiTTCEGAﬁh“GEGAE#GﬁEﬂc;!AECACﬁC'ETGCCGC#C#CEGC##C#AGAECrG
6GCCCTCTTCAGAACGACCT CATTAGGTTC STGAATGCCGGAATATT CCGAAA GEGAE#G##TCE&AECAC#C' Teccacajrecaceaciieaccc
CGCECTCTECAGATCGAC CTEATEAGEHETEMEGccGGMTnTTCGGAMJﬂGcGA CEGAANCTT SCCACACR(T]ICCGCACTCEGCEACLAGECCHG
G CCTT CAGAACGACCT CATTAGGTT -TGnﬁIGciGGnATnTcheaniegzﬁtfenaﬂg1ritCAcﬁc"trgcc=Cfc7c'GcHAc;§G§cc d
EGCEETETrEAﬂAﬁEG#EETEﬁTTﬁGGTTETTGAi}GCEGG##T{TTEEG;#&;G[GAC:G##TETTlEEAEﬁCiETEECiEiETCiGE;ACk}GuEEiG
GGEec‘r||'ric.ue.un-senicT"MTAGGTrC'r'rGMTGc"GGEMHTTHGGAM"GGHACuen.urcnhc.nﬁcicreccuc.ﬁ“'rciecmc.u.nenec p[d
CGPCCTRT=CAAA GACCT AT RAGGTTRRTIAATGCYGGAATATTYCG SAALG e cAGAEC A CCACACYCTGCC CAYACS dg T

it

42

iCTiCTCCA#GGETHCTCCEGCﬂTC;G}TTCGﬁiATETTGGAﬁECCﬁTiﬁECﬁﬁATTECTEAﬁC‘lCﬁACfTEAEECC
A CTICTCCA!GGETACTCCEGCﬂTCAE#TTCG#IATEITGGA#ECCﬁTiﬂEEﬂﬁATTECTEA#CE#E##CETEACuCC
C;ATGET=GTTEGG#TEﬁAEﬁCIETICTEEAHGGETECTECEGCﬂTCAE#TTEG#!ATE}TGEA#EECﬂTiﬁCﬂﬂﬁATTECT;A#C;&E#AE#TEAEECE
EﬁATGuTiGTEﬁGGﬁTCﬁhEﬁCHCTTCT;CthGuTﬂCTCCEGCﬂTCAE#TTCG#!&TETTGG##ECC!TI#CC#ﬁﬁTTCCTC##CEhEﬁACﬁTCAEECC
EﬁATGCTHGTTEGGﬁTCﬁhﬂﬁCiCTTCT;C&:GGET#ETCCEGCﬂTCAE#TTCG#!&TCiTGGﬁ#ECCﬂTiﬁCC#ﬁﬁTTCCTC##CEAC#AC!TCAC;CC
CAATGCT GTTAGE#TCﬁACﬁC"CTTCTutﬁ=GGETﬂuTCCEGC#TCAG#TTCG#NATETTGGA#GCCNT"ﬁECﬁNATTCCTEA#CEAC#AC#TCACuCC
C:ATGCTIGTTCGGﬁTCﬁACﬁCHCTTCTCCﬁiGG

. iTﬂCTCiEGEﬂT RCATTCGARAT|ATRCAACCCAT ﬁECﬁﬁﬁTTECTE##CEAC#ACETCAECCC
CEATGCTIGTEEGE#TE#AEAEEETTETEEA!GG‘TﬁCTEuEGCﬂTE:GiTTEGiEﬁTC:T;Eﬁ#ECC!T‘ﬁEEﬁﬁﬁTTECTEA#EEAE##E#TE#E-EE

c;A1GCTHGT1nGGﬁTCﬁACAc-c1Tc1ccnnGGiTAHjccceunTcnchTCGnnnTtTTecAE;cﬂﬁT accaraTTccTIAAcEcAACATCAC jCC
CAATGRTGTIAGRAT RAACACRITE CTECAAGGCTAYTCHEGCATIAGETT JGAACTTTGCAACCCAT SACCARATT JCTCAACCACAACATCACCCC

H WATCAACAC
CAATGCT SGTTCCGAT CAACAC

CeATGCTEGTCE

618 628 632 s 658 662 &7 682 658 Tae

4 CCCCTCCGEEGCACCATCACCGLCT CJGGCGATCT CETCCCCCTTCCTACATCGC(GGCCTCCTCACCEGCCECCCCARCTCCAACGCCGTC
nTGcCTHccCCTccGceGcnccnrcnccecCTccGGcGnTCTceTcccCCT;chrﬁchcGccGGECTccTcncceGcceccccnﬁcrccAAchcGTc
ATG:CT-ccECTccGCGGcnccntcncEGcCTccGGCGATETFGTFccECTATccrﬁchcGcEGGECTccTEﬁcEGGEceicccnﬁcrcEAAEGciGT

ﬂTGECT!CCECTCEGCGGCﬁCCﬁTCﬂECGECTCEGGEG#TCT:GT;ECCEIATECTﬁiﬂTEGCHGGECTﬁETCﬁCCGGECGICECﬂﬁiTCEAAEGCEGT

ﬂTGECTECCECTCEGCGGC#CC#TC#ECGECTCEGGEG#TCTCGTCECCCTATECT!C!TEGCEGGECTCETCﬁCCGG"GECCCﬂICTCEAAEGCEGT
|TGECTICCECTCEGCGGCﬁCC#TC#ECGECTCEGGiGﬁTCTCGTiECCiTETECTﬁCﬂTEGCEGGECTCETCﬁCCGGCCECCCiﬂﬁCTCEﬁAEGCEGTC
TGECT:CCECTCEGEEGCﬁCCﬁTiﬂECGECTCEGGEG&:CTCETCECECTuTECT!C#TEGCEGGECTiETCﬁCCGGCCECCEC#!CTCEAAEGCEGT

T-GECT‘CCCCTCCGCEGCﬁC?ATC#CEGCCTCEGGEG&;CTCETCCCEETATCCT!C#TiGCEGGCCTCETEﬁCEEGCCGECCC#!CTCC&EEGCEGTC

ﬂTGCﬁTECCCCTCCGiEGEﬁCE#TCﬂ cﬂTcuGGiGAICTiechc TfTCCTﬁCﬂTuGCCGGECTﬂET ACCCGCCECCICAAJTCCAAGGCET]
GA

ATGCCT sCCCCTCCGECGCACCATCACEGCCTCOGE ACTCETCCCECT

TCCTACATCGCCGGCCTCT SAREECGCCGECCCAATCCAACGCCTNC
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Prunella G.ueuccc1miceccGAGiAG-:cC'r'rcn.aec1cecceele'rmice CAAG
Agastache G.ucitccnniceccana-Mccc1‘rcn.uec1csccaecs‘rcp.-ce GECTTCTTCGARCTACAGCCCAAGCAAG
salvia G.ﬂG;ECCT:J\'EGC:GAG(AMCCTTCMGCT;GCEGGEGT:.ﬂm”G GECTTICTTCGACCTECAGCCCAAGEAAG
Melissa GAAgCCCTcANcGCCGATARCCCTTCAAGCTCGCCGGEGTCAAYG GECTICTTCGACCTECAGCCCAAGEAAG
Perilla AR ccv:'rmiceccGAG-:M-:cC'r'rcn.uec1cecceece'rmice GECTICTTCGACCTICAGCCCAAGEAAG
Solenostemon CTCAYCCCCGAGEAGECTTCAAGCTCGCCGGEGTCASCE

Pogostemon AR CoTCA Rl CCGAGEAGECCTTCAA]CTCGCCGECGTCASCE

Cistanche G.asim:'rm=cGcc".n-cmcccrrcn.uencecc"e TCF#C(CC(G‘ GGITICTTCGALCTICAICCERAGCAAG
Olea G :GCHGAG(AG(CCTTCMGCTIGCEGG[GTEJ\.&“G.G' GECTTJTT{GAG]TECAGCCIAAGEAAG
Scutellaria e CRCCGAMIAGCCCTTCRECTeGCCGGCITCEACHCOCGCTTTTCCGECTTTTCGACCTCCAGCCCAARCAAG

Clustal Consensus
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Agastache GCCTCGCCCTCGT!AMGGtACCCCCCTCCGCTECGG-CT-GCtTCtATCCCgET=1TCGMGECMChttTtGCtGT!ET|1CCG |GTCATGTEC=C
Salvia GFT:GECCT:GT=.ﬂ.ﬂ.EGGEAECCECCT=CG=TEEG(.&CTGGEETEEATCCECETETTEGA-GEEMEATECT=GCEGT=ET TCic.ﬂ._GTdTGTEEGC
Melissa G=CTCGC=CTCGTEMltGGtAtCCt”CTCCGCTCCG(#TTGGCtTCtATCCCCET =1TCGMGECMCATtCTtGCHGT ECTETCECAAGTCATGTCCGE
Perilla GCCTCGECETCGTEA#EGGEAE;CE CTECGCTEEG(.&CTGGEETEEATCCEuETETAEGn GEEMEATECTEGrEGTEETETEE(A.&GTEATGTEEGC
Solenostemon GCCTCGCCCTCGTE.&MGGNC;&CCGT=CGCTECG(#TT"GCtTttATCCCCETCTACGMGCCMCATTCT CtGTuET-TCCGﬁGT:AT]TC"GC
Pogostemon GCCTCGECCTCGTEA.&EGGEAECCECCTCCG”TEuGG:CT-GE"'TEEATCCCCETET.&EGA:GEEM\ETTCT Cc-TiET ECCCAAGTEATGTCCGE
Cistanche GECTCGCiT"GTEAMGG:AC”CC CTCCGCTECGC#TTGGCC:C=ATHCC ETCTACGA-GCCMC:TTCTC TeCTETCCCARGTCATGTCEGE
Olea GCETiGE TuGTE.ﬂ.J\HGGuAE CE CTHCGCTEHGGTT"GEHTE ATCG#ETETT“GJ\“GEEME ETTCT CHGT TiTEu-ZMlGTE lT"TC'GC
Scutellaria GCCT Gt CTYGTIAAJGGCACYC GATCIGERCTEGCYTCCAT EGYCCT EITYGAEGCCAACATICTGCGT SGTJAT

Clustal Consensus

Prunella

Agastache CGTCTTEGCEGM(TC.HTGMCGG-MGCC-GMTTE#CEG.&CC.AutTGAth.ﬂCMGCT(M(CAECAccCg-:ch.ﬂ”MCG!GGC-GCEGC.MEMG
Salvia CGT =TTEGC =G.H.G-:T =.ﬂTG.ﬂ.ﬂ.CG(GMGCC;GMTTE#C SGATCACCTGACGCACAAGCTCAACCACCACCC =CGiC.ﬂGMCG!GGC;GC;GC;MEMG
Melissa CATCTTEGCEGM(TC.HTGMCGG"MGCC“GMTTE#CEGATtACuTGAEGC.ﬂCMGCT(M(CAECATCCC(G CAGMCG.HGGC-GC -GC"M"'MG
Perilla CATCTTEGCEG&G(TMTGMCG(GMGCCEGMTTE#C"GM CACCTGAEGC.HCMGCT(M(CAECACCCC(GCC.&”MCG.HGGCIGC IGCIATCATG
Solenostemon 'AT:TTEGCEGM(TE#TGMCG(GMGCC;GMTTE#CEGMCAEuTGAEt.’:CﬂEMGCT(M(CAECAT:CC-:GECAGMCGJ!GGC;GCEGCEMEMG
Pogostemon CATtTTHGCEGM(TE.HTGMCG(GM"CC;GMTTE#C =GATtAutTGAC-CﬁﬂMﬁT(M(CAECATCCC-:GutAGMCG.ﬂGGClGCHGCIME#TG
Cistanche CGTTTYGCCGAGET .ﬂTG.ﬂACGG"MGCC“GMTTE#CEGMCACCTGAEGC!CMGF(#.&"CAECAC:C ECGCCAGATCGAGGCIGCAGC -.&T"'#TG
0lea 'ATHTTEGCHGM-:T=.ﬂTG.EAuG-:GM'|CClGMTTH#CEG.&TCJ\iTGAEGC.HCMGHT-:M-:CAECATCCu(GCC.ﬂ”#TﬂG.ﬂGGCIGCHGC TiﬁTG
Scutellaria TUGCCGAGETCATG ACGG]AAGCCUGACTTPACEGACCACITGACTCAJAAGCTCAACCACCATCCECGCCAGATCGATG TiATG

Clustal Consensus

Prunella

Agastache GAGEACﬁTTETCG.ﬂCG(C.ﬂn(CG!ETAEGT[&AG(CG(CGE#GMGHTGC.AuG.A:.l\TIG#TECTETGE#GMGCCGMGCMGMCG!T#C(CCETCEGE&
salvia GAGCACATECTEGACGECACCE e TACGTCAAGECGECGEAGAAGCTECACGA =cGMcc-c‘recnen.uecc-n.uecncenc"le=Tncccc:'rcce-n
Melizsa GAACACATTCTCGACGGEAGCE T.AHGTH.MG(C“(CGE#GMG TGCAEG.AiﬁT(G#TEC-ETGE#GMGCEGMGCMG#C Yelrateccercectial
Perilla GAGtAtA'rTc'rce.a.uGccnccec=TAuGTcAAGccsccsannA TGCACGASATCGATCCTCTGCAGAAGCCGAAGCACGAC]GETACCCCTCCG A
Solenostemon GAGCACATTCT EGACGECACCEC FTACGTCAAGECGECGCAGAAGCTGCACGASATEGATCC T”cnen.aeccen.u'lcncen'ce=1'.a.c-:ccc'r el
Pogostemon GAMACAT;:T=G.a.uee“A'c“ccTAcGTcAAGccscc EﬁGMG”TGCAEG.AIATCGJuECrtTGEﬁGﬁAiCC-MGCMGﬁ ceiu'rcccc'rc GEA
Cistanche GAM.&uﬁTlETCG.ﬂCGGrMCuC:TAEGT'.&.&”(Clctutﬁiﬁ.ﬂGCT"CAEG.&-&T(G&-ECETGE&”#A_‘CC_"MGCJU'G& Gimcccc:'rﬁem
Olea GAAJACATT{TSGAJGG JACCGCCTA GTcAAGccucc CAj ﬁA"tTuCAEG&'&TCG#TCCTETGC#G#.& ccs AA"CMGMCG TA'rccuc'r GgA
Scutellaria GARCACATTCTcAcC AcCRCC RRIGTIAATC]GeC IBAGARG RTGCATGANRT CaARCCTTGCAGARGCC IAA CACGACCE ATATEC SCTCa A

Clustal Consensus

1118 1128 1132 1148 1158 1168 1178 1188 1158 1228
Prunella EETEGCEGCNGTGCCT =GGECE E.ﬂnG.ﬂTTCAAGT‘.ATEECEAE;GEEACC!AG!TG!TEG#GAG G.ﬂGATEA.ﬂ.ETCEGTE!AECAE#AECE TTGATEG.&
Agastache CHTEGCEG CAGTGECT EGGECC CAGAT ICAAGTCATCCCCACEGCEACCIAGITGITCG!G l(GG.ﬂGATEAﬂETCEGTCNAC(AC!ACCC:TTGATCG.&
Salvia C ITEGCC}C.ﬂGTGC cT =GGECE =E.ﬂnG.ﬂTTC.ﬂ.=GTEATECCEAEEGEEACC.HAG.HTG.HTEG.GGACGG.GGATEA#ETCEGTE!AECAE#AECEETTGATEG.&
Melissa cy TCGCEGC#GTGGCTCGGCCCHE#G.ﬂT:EﬁAGTC.ﬁTCCEC.ﬁCCGCCACCMuG.ﬂTG.ﬂTCG.ﬂG.ﬁEGG#ﬂATCA.ﬂCTCCGTC!#CG&C!&CCECTTGATCG.&
Perilla ci TCiCEiC.ﬂGTGE CTOGGECCC EAM.HT;EAAGTEATECEEAEEGEEA EiﬂAGﬂTGﬂTEG.ﬂGAEGG.ﬂGATEA.&ETEEGTE!AEEAE#AECEETTGATEG.&
solenostemon =TCGCEGC#GTG(CTEGGCCC CAL TT(.&EGTE.&T“C(C.&C EGCCACCAAGATGATCGAGACGGAGAT CAACT CCGTCAACCACAACCCCTTGATCGA|
Pogostemon CuT C;CEG CAGTGECT EGGCCC IE#G!TTC.&AGTC.&TCCG .ﬁCCGCCACCﬁﬁGﬁTGﬁTCGﬁG.ﬁ(GG#GATCA#CICCGTC.NEC(.&C!&ECEC ITIATCGﬁ
Cistanche CyTCaCCG C#‘TG( L] | CGGCCC ccAlATS I(ﬁEGTu.ﬁTCCG AC =GCiACCﬁﬁiﬁTGﬁTCG# ICGG#GATCA#HTC =GTC!.&C(&C!#CCCHTTGATCG.&
Olea iTC;CCiCﬁGTG(CTHGGCCC;Eﬁ ﬁTT(ﬁAGTEﬁTICG CHG HMA ﬁTGﬁTEGﬁG.ﬁ(GG#‘ATCAﬂHTC =GT”.ﬂﬁu{ﬁuﬁﬁuCECTTGATEGﬁ
Scutellaria CETCYCCCAGTGECTCGECCCYCAGATTCASGTCATCGEECCGE =AC AAG AT Gﬁ‘.ﬁG‘G.ﬂGATEAﬂETC GT cf nTGAT JGA|

Figura 36. Alineamiento multiple de secuencias conocidas de nucle6tidos del gen fenilalanina amonio liasa ‘PAL’ de
especies pertenecientes al orden Lamiales (GeneBank) asi como su secuencia consenso: Solenostemon scutellarioides
(JQ975419), Scutellaria baicalensis (HM062776.1), Melissa officinalis (FN665700.1), Agastache rugosa
(AF326116.1), Pogostemon cablin (K]768874.1), Prunella vulgaris (K]010815.1), Salvia miltiorrhiza (DQ408636.1),
Perilla frutescens (JQ277717.1), Cistanche deserticola (GU451308.1), Olea europea (K]511867.1).
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[Frunella
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[Salvia LGELISSREKTVE.  LDILKLMSSTYLV . LCG VDLRHLEENLKi VENTLWSQWV: KRTLTMGWNGELHPERFCEKCLIRVVCREYVE YIDDPE‘
[Melissa LGLISSRKTVE LDILKLHSST‘LVELC( IDLRHLEENLK gz  VENTLUSOV KFTLTNG&NGELHPEHFCEKELIHVUEREYVF ¥IDDFCS
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[Pogostemon LDILKLMSSTFLI . LCC. IDLRHLEENLRL. VENTUWSQV : KRTLTMEWNEELHPERFCEKCLLRVVCREYVE
[Cistanche LDILKLMSSTYLV . LOC . VDLRHLEENLRL \||KN'IVEQEKkTLTIGENGELHPSF\‘FCEKELLF\‘V\JEHEYVF
[Olea LGLISSHKTEE IDILKLMSSTFLI . LCG IDLRHLEENLR] VKNTWSTV . KKTLTWEWNEELHPSRFCEKCLLRVVCREYVF ¥ IDDPCS TYPLMJK
[Scutellaris LELISSRKTEE VEILkLNSSTFLVELC( IDLRHLEENLKZ VKNT\S‘U KKJLTMGINE ELHPSRECEKCLLKVVEREHVEEY IDDPCSITYPLMIK
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Figura 37. Alineamiento multiple de secuencias conocidas de aminoacidos de la proteina fenilalanina amonio liasa
‘PAL’ de especies pertenecientes al orden Lamiales (GeneBank) asi como su secuencia consenso: Solenostemon
scutellarioides (AFZ94859.1), Scutellaria baicalensis (ADN32767.1), Melissa officinalis (CB]J23826.1), Agastache
rugose (AAK15640.1), Pogostemon cablin (A]J053273.1), Prunella vulgaris (AHY94892.1), Salvia miltiorrhiza
(ABD73282.1), Perilla frutescens (AEZ67457.1), Cistanche deserticola (ADD12041.1), Olea europea (AHZ31605.1).

Dichos primers fueron empleados para amplificar un fragmento de ARN mensajero del gen pal,

usando como molde ADN complementario. Para ello, se extrajo ARN (Figura 38) que sirvi6 de

molde para generar una secuencia de ADN complementario mediante una reaccién de retro-

transcripcidn.

-

——3 285 ARNr
=~ 185 ARNr

== ARN sn

Figura 38. Electroforesis de ARN total en gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes. Visualizacion de
las tres bandas de ARN: 28S, 18S y sn (small nuclear). Cada carril contiene 1 pg de ARN total extraido de células en
suspension de B. cordata.
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A continuacion, se llevé a cabo una serie de reacciones de PCR empleando diferentes primers
degenerados: con las combinaciones de primers a) F1 con R1 o R2 o b) F2 con R1 o R2,
esperando amplificar un fragmento de ~450 pb. Por otro lado, con las combinaciones c) F1 con
R3 0 R4 0d) F2 con R3 o R4 el tamafio del fragmento esperado era de ~330 pb. Los fragmentos
obtenidos con los tamafios correspondientes fueron enviados a secuenciacién. Después de
comparar las secuencias obtenidas con las de las bases de datos (analisis BLAST,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se confirmé que la identidad de dichas secuencias no
correspondia al gen pal sino mas bien a otros genes (ver Anexo). Por lo que se llevé a cabo un
redisefio de primers degenerados (Flup, F2nes, R1dw, R2nes) igualmente con la intencién de
llevar a cabo una PCR anidada. Con la combinaciéon de primers Flup-Rldw se esperaba
amplificar un fragmento de ~2019 pb, mientras que con la combinacién F2nes-R2nes un
fragmento de ~1523 pb. De acuerdo con las bases de datos y después de llevar a cabo andlisis
BLASTn en NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de las secuencias nucleotidicas
amplificadas, fue posible confirmar que la identidad de algunos fragmentos obtenidos (Figuras
39 y 40), en este caso si correspondieron al gen pal (Figura 41). Posteriormente, con base en
esas secuencias, se disefiaron primers especificos para amplificar las regiones hacia 5’ (GSP1y
GSP2) y hacia 3’ del gen (GSP3 y GSP4), empleando como molde i) ADN complementario y ii)

ADN gendmico.
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Figura 39. Secuencia de nucleé6tidos de un fragmento de ARN mensajero de un gen pal de Buddleja cordata, producto
de una PCR anidada con los primers F2nes-R2nes. (Secuenciacién con primer F2nes).
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Figura 40. Secuencia de nucleétidos de un fragmento de ARN mensajero de un gen pal de Buddleja cordata, producto
de una PCR anidada con los primers F2nes-R2nes. (Secuenciacién con primer R2nes).
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Max Total Query E Per.

Desciption Score Score Cover value Ident ficcession
a PREDICTED indicum phenylalanine ammoniadyase (LOC105174307) mRNA 1672 1672 99% 0.0 84.48% XM 0110963602
indigum phenylalanine ammonia lyase (PAL) mRNA_complste cds 1581 1581 99% 00 83.16% KP0708251
PREDICTED' S indicum phenyl; 4 {LOC105161378)_mRNA 1581 1581 99% 0.0 83.16% XM 0110790362
S viscidula phenyl lyase (PAL) mRNA_complete cds 1572 1572 99% 00 83.03% Fl4326981
cutellaria baicalensi: -yase 1(PALT) mRNA complate cd: 1559 1559 99% 0.0 82.383% HM0E2776.1
Digitalis Lanata mRNA for phenylalanine ammonia lyase 1515 1515 99% 0.0 82.17% AJ0022211
Perilla frutescens phenylalanine ammonia-lyase (PAL) mRNA _complete cds 1496 1496 99% 0.0 81.90% Q2777171
Qlea eyropaea | {PAL).mRNA _complate cd: 1464 1464 99% 00 8144% KJ511868.1
[o] fragrans phenylalanine ammonia-yase (PAL) mRNA complete cds 1455 1455 99% 0.0 81.31% MN5124421
Qcimum basilicum phenylalanine ammonia-lyase (PAL) mRNA_partial cds 1454 1454 99% 00 8141% KU3T51191
alutingsa ) (PAL1).mRNA _complete cds 1408 1408 99% 0.0 80.65% AF401636.1
lyase 2 (PAL2) mRNA_complate cds 1401 1401 99% 0.0 80.52% HMOG2777.1
PREDICTED: Ipomoea trloba phenylal ammonia-lyase (LOC116028533), mRNA 1356 1356 99% 0.0 79.85% XM_0312702711
P cablin isolate A | (PAL3) mRNA _complete cd: 1353 1353 99% 00 79.80% KJ7633751
PREDICTED: Nicotiana formis ghanylalanine ammoniadyase (LOC104116279)_mRNA 1346 1346 99% 0.0 79.80% XM _0096271022
Nicotiana tabacum phenylalanine smmeniadyase-dike (LOC107769293) mRNA 1344 1344 99% 0.0 79.67% NM 001325017 1
PREDICTED Nicotiana syhestrs phenylalanine ammoniadyase (LOC104218178) mRNA 1344 1344 99% 00 79.67% XM 0097685031
Picrorhiza kurrooa phenylal ammonia lyase mRNA_complete cds 1344 1344 99% 0.0 79.44% JQO964101
Nicotiana tabacum phenylalanine ammenia-tyase 4 (pald) mRNA _complete cds 1344 1344 99% 0.0 79.67% EU3336701
b Organism Blast Name Score Number of Hits
Pentapetalae eudicots 103
. . lamiids eudicots 95
. . .Lamiales eudicots 28

Figura 41. Resultado del andlisis tipo BLASTn (nucledtidos, https://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi) de las
secuencias de nucleétidos obtenidas (Figuras 39 y 40), a) descripciéon de los resultados de secuencias con el mayor
parecido a las secuencias analizadas, b) taxonomia de los organismos a los cuales pertenecen las secuencias
resultantes.

Después, mediante el analisis y comparacion de las secuencias resultantes de la nueva ronda de
reacciones de PCR, fue posible generar informacién relevante concerniente sobre todo a una
isoforma del gen pal, de la cual se obtuvo la mayor informacion (Figura 42) y la cual en adelante
sera referida como ‘Bcpall’. Sabemos de este gen que contiene dos exones y un intrén, lo cual
es consistente con los genes pal en la mayoria de las angiospermas como Arabidopsis thaliana
(Atpall, L33677.1 y Atpal2, AT3G53260), Coffea cenephora (DQ067599.1), Salvia miltiorrhiza
(Smpall, EF462460.1), Beta vulgaris (A]810175.1), Nicotiana tabacum (M84466.1), Medicago
sativa (X58180.1), Glycine max (Pall, X52953.1), Trifolium subterraneum (Pall, M91192.1),
Solanum lycopersicum (PAL5, M90692.1), Solanum tuberosum (Pall, X63103.1), Oryza sativa
(X16099.1), Daucus carota (gDcPAL1, D85850.1 y
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gDcPAL3, AB089813.1), Pisum sativum (Pall, D10002.1 y Pal2, D10003.1), entre otras. Los
intrones vegetales varian entre 60 y 10 000 pb, la extensidn de los intrones pal también es muy
variable, pero tipicamente (como en la mayoria de los intrones vegetales) son ricos en A+T y
tienen como sitio de splicing estandar GT/AG (Lorkovic et al,, 2000; Song y Wang, 2009). No fue
posible conocer la extensidn total del intrén del gen Bepall (Gnicamente conocemos 1212 pb),
sin embargo, fue posible identificar el sitio de splicing (Figura 42), el contenido de A+T
aproximado de la secuencia es del 70%, lo cual es consistente con algunas de las caracteristicas
relevantes de las secuencias intrénicas pal. En cuanto a las secuencias exénicas, inicamente se
determino la secuencia codificante total del exén 2, actualmente, el extremo 5’ del exén 1 es atn
desconocido (Figura 42). Es decir, que del gen Bcpall conocemos un marco de lectura abierto
de 2019 pb que codifica 672 aminoacidos. El analisis BLASTn de Bcpall indicé que el gen tiene
una identidad alta con otros genes pal, principalmente de especies vegetales pertenecientes al
orden Lamiales, por ejemplo, comparte una similitud del 82.99% con Sesamum indicum
(XM_011096360.2), 81.3% con Scutellaria viscidula (FJ432698.1), 81.1% con Scutellaria
baicalensis (HM062776.1), 80.46% Cistanche deserticola (GU451308.1), 80.22% con
Rehmannia glutinosa (AF401636.1), 80.11% con Perilla frutescens (JQ277717.1) y del 80.03%
con Digitalis lanata (A]J002221.1). Ademas el analisis BLASTp confirm6 su semejanza con
proteinas PAL esencialmente de organismos pertenecientes al orden Lamiales, por ejemplo,
91.52% con Sesamum indicum (XP_011077338.1), 90.77% con Handroanthus impetiginosus
(PIM98440.1), 90.33% con Perilla frutescens (AEZ67457.1), 90.03% con Rehmannia glutinosa
(AAK84225.1), 89.73% con Pogostemon cablin (AJO53274.1), 89.58% con Solenostemon
scutellarioides (AFZ94859.1), 89.43% con Scutellaria viscidula (ACR56688.1) igual que con
Salvia miltiorrhiza (Pal3, AGW27206.1), 89.29% con Erythranthe guttata (XP_012836017.1) y
89.15% con Digitalis lanata (023924.1) y Cistanche deserticola (ADD12041.1). Adicionalmente,
la secuencia de aminoacidos putativa posee la secuencia consenso: G-[STG]-[LIVM]-[STG]-[AC]-
S-G-[DH]-L-X-P-L-[SA]-X(2)-[SAV] propia de las fenilalanina e histidina amonio liasas (Song y
Wang, 2009), Prosite PS00488 (Figura 42 dentro de un rectangulo y en la Figura 43b resaltada
en amarillo: GTITASGDLVPLSYIAG).
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¢inicio 577
CGTATGGTGGAGGAGTTCAGGAAGCCGGTGGTGAAGCTCGGCGGCGAGAGT TTGACTATATCGCAGGTGGCGGCGATCGCGGCCAGGGATA
RMVEEFRKPVVKLGGESLTISQVAAIAARD
ATGCGETGGCGETGGAGCTGGCCGAGACGGCGAGGGCCGGCGTTAAGGCCAGCAGTGATTGGGTTATGGAGAGTATGAATAAAGGGACTGA
NAVAVELAETARAGVKASSDWVMESMNKGT
TAGCTATGGCGTTACTACTGGGTTCGGTGCCACTTCTCACCGGAGAACTAAGCAAGGCGGTGCTCTCCAAAAGGAGCTTATCAGgtgace acctaac

DSYGVTTGFGATSHRRTKQGGALQKELIR

acteargt acttaattaagy
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GTTTCTAATGCTGGAATTTTCGGACAAGGGACAGAATCATGCCACACACTCCCACACTCAGCAACAAGAGCAGCAATGCTTGTAAGAATCA
FLNAGIFGQGTESCHTLPHSATRAAMLVRI
ACACTCTTCTCCAAGGCTACTCAGGCATAAGATTTGAAATCTTGGAAGTCATAACCAAATTCCTCAACCACAACATCACTCCGTCTTTGCCC
NTLLQGYSGIRFEILEVITKFLNHNITPSLP
CTCCGTGGCACGATCACCGCCTCCGGCGACCTTGTCCCCTTATCCTACATTGCCGGGCTTTTAACTGGCCGTCCCAACTCCAAAGCCGTCGGL
LRGTITASGDLVPLSYIAGLLTGRPNSKAVG
CCGAACGGCGAAGCCCTAAACGCTGAAGAAGCGTTCAAGCTCGCCGGAGTTGACGGTGGTTTCTTCGAGCTGCAGCCTAAGGAAGGCCTTGC
PNGEALNAEEAFKLAGVDGGFFELQPKEGL
CCTAGTCAACGGAACAGCTGTCGGCTCGGGATTGGCCGCCATTGCTCTCTACGAGGCCAACGTTCTTGCATTGTTGTCTGAAGTTATGTCTG
ALVNGTAVGSGLAAIALYEANVLALLSEVMS
CTCTTTTCGCTGAAGTTATGAACGGAAAGCCCGAATTCACCGATCACTTGACCCACAAGTTGAAGCACCATCCGGGTCAATCGAGGCTGCG
ALFAEVMNGKPEFTDHLTHKLKHHPGQIEAA
GCTATAATGGAACATATTCTTGATGGTAGCTCATATGTTAAGGCTGCACAAAAGATGCATGAAATGGATCCCTTACAAAACCAAAGCAAG
AIMEHILDGSSYVKAAQKMHEMDPLQKPKQ
ATAGATATGCTCTTAGAACTTCCCCACAATGGCTCGGTCCGCAAATCGAAGTCATTCGG GCCGCTAATAAGATGATCGAGCGCGAGATCAAC
DRYALRTSPQWLGPQIEVIRAANKMIEREIN
TCCGTTAACGACAACCCTTTGATTGATGTTTCTAGAAACAAGGCGTTACATGGTGGAAACTTCCAAGGTACACCAATTGGAGTGTCCATGGA
SYNDNPLIDVSRNKALHGGNFQGTPIGVSM
TAACACTAGATTGGCTATAGCATCAATTGGGAAGTTAATGTTTGCTCAATTTTCGGAACTTGTTAATGATTTTTACAATAACGGGTTACCG
DNTRLAIASIGKLMFAQFSELVNDFYNNGLP
TCTAATCTCTCGOGCGGGCGGGACCCGAGCTTGOATTACGGTTTCAAGGAATCGAAATCGCCATGGCCTCATATTGCTCAGAGCTCCAATT
SNLSGGRDPSLDYGFKGMEIAMASYCSELAQ
CTTGGCTAACCCAGTCACAACCATCTCCAAGCGCCGAGCAGCATAACCAAGATGTGAATTCTCTAGGTTTGATCTCTTCGAGGAANACCG
FLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLISSRKT
TTGAGGCTTTGCATATCTTCGAAGCTTATGTTATCAACATACCTAGTCGGGCTATGCCAAGCCGTCOCATTTGAGGCATTTGGAAGAGAATTTA
VEALDILKLMLSTYLVGLCQAVDLRHLEENL
AACTTGCTATCAAGAATAG TG TAAGCCACGTTGCTAAMAGAACCCTAACAATGGGTGCTAATGGAGAGCTTCATCCATCACGATTTTGCG
KLAIKNSVSHVAKRTLTMGANGELHPSRFC
AAMAGGCTTTACTTCAAGTAGTCGAACGTGAGTACGTTTTTGCGTACGTGGATGACCCGTCGCAGCGGATCCTATCCGTTGATGCAGAAACTG
EKALLQVVEREYVFAYVDDPCSGSYPLMAQKL
AGGCAAGTATCTGCTGATCATGCATTGGAGAATGGAGACAATGAGAAGAGTGTGGGAACGTTTATTTTCCATAAGATTGAAGCGTTTGAGA
RQVSADHALENGDNEKSVGTFIFHKIEAFE
ACGAACTGAAGGCCATTTTGCCTAGAGAAGTGGAGAGCGCGAGAAGTGCGCTCGCCAGTGGAATCCTGCCATTGGGAACAGGATTAAGGA
NELKAILPREVESARSALASGNPAIGNRIK
ATGTAGATCATATCCTTTGTATAAGTTTATAAGGGAGGAATTGGGAACGGAGTTCTTGACAGGCGAAAAGGTTACG TCCCCGGGCGAGGAG
ECRSYPLYKFIREELGTEFLTGEKVTSPGEE
GOGAGAAMAGTGTTTACTGCTTTGAGCAATGGACTAATTGTTGATCCATTGTTGAAGTGTCTTGCACGCGAGTGGAATGGTGAGCCTCTTCC
GEKVFTALSNGLIVDPLLKCLAREWNGEPLP
TATCTGCTAG

I C-

Figura 42. Secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos putativa del gen Bcpall de Buddleja cordata. El
codoén de paro (TAG) esta en negritas y subrayado. El sitio de splicing GT /AG est4d sombreado. La secuencia consenso
del sitio activo de la enzima (PS00488) estd dentro de un rectangulo. Se desconoce la regién 5’ del primer ex6n, asi
como la region 3’ de la secuencia intrénica.
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Sequence logo for PS00488

PS00488 / #=265

Name and characterization of the entry

Description [info] Phenylalanine and histidine ammonia-lyases signature.

Pattern [info] [GS]~[STG] - [LIVM] - [STG] - [ SAC] -S-G~ [ DH] ~L-x~ [EN] -L- [SA] -x (2, 3) - [SAGVTL] .

RMVEEFRKPVVKLGGESLTISQVAAIAARDNAVAVELAETARAGVKASSDWVMESMNKGIDSYGV
IGFGATSHRRIKQGGALQKELIRFLNAGIFGQGTESCHTLPHSATRARMLVRINTLLQGYSGIRFE
ILEVITKFLNHNITPSLPLRGTITASGDLVPLSYIAGLLTGRPNSKAVGPNGEALNAEEAFKLAGV
DGGFFELQPKEGLALVNGTAVGSGLAAIALYEANVLALLSEVMSALFAEVMNGKPEFTDHLTHKLK
HHPGQIEAAATMEHILDGSSYVKAAQKMHAEMDPLOKPKQDRYALRT SPQWLGPQIEVIRAANKMIE
REINSVNDNPLIDVSRNKALHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIASIGKILMFAQFSELVNDEFYNNGLPS
NLSGGRDPSLDYGFKGMEIAMASYCSELQFLANPVINHVQSAEQANQDVNSLGLISSRKTIVEALDI
LKIMLSTYLVGLCQAVDLRHLEENLKLAIKNSVSHVAKRTLTMGANGELHPSRFCEKALLQVVERE
YVFAYVDDPCSGSYPLMOKLRQVSADHALENGDNEKSVGTFIFHKIEAFENELKAILPREVESARS
ALASGNPAIGNRIKECRSYPLYKFIREELGTEFLTIGEKVISPGEEGEKVFTALSNGLIVDPLLKC
AREWNGEPLPIC

Figura 43. Motivo rubrica de las fenilalanina e histidina amonio liasa. a) secuencia del motivo PS00488 en la base
de datos Prosite (https://prosite.expasy.org/), b) motivo rubrica en la secuencia de aminoacidos de la proteina
putativa BcPall (resaltado en amarillo).
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8.5 Caracterizacion de la proteina BcPall putativa

Mediante el uso de la herramienta en linea ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) se calculdé el punto isoeléctrico (pl) y el peso
molecular de la proteina deducida BcPall, 6.11 y 73.1 kDa, respectivamente (Tabla 16).
Ademds, con el recurso en linea SOPMA  (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html) se determinaron las propiedades de
estructura secundaria de la proteina: su composicion consiste en un 56.4% de a-hélices, 6.55%

hebras extendidas, 6.10% giros 3 y 30.05% de enrollamientos al azar.

Asimismo, los datos obtenidos fueron comparados con los datos de algunas especies cercanas
a B. cordata como Cistanche deserticola (GU451308.1, Hu et al, 2011), Rehmannia glutinosa
(AAK84225.1), Picrorhiza kurrooa (AGA84059.1) y Digitalis lanata (CAA05251.1). Los datos
indican una gran semejanza entre las propiedades de estructura secundaria de BcPall y las de

las especies comparadas (Tabla 16).

No obstante, se observé que el contenido de hebras extendidas (6.55%) esta por debajo de la
media (por ejemplo, Cistanche deserticola 8.6%, Rehmannia glutinosa 7.49%, Picrorhiza
kurrooa 9.54%, Digitalis lanata 7.94%), probablemente se trate del tipo de estructura
codificado en la region 5’ desconocida del exon 1 de Bepall. Aunque al comparar graficamente
las estructuras secundarias de las proteinas en la Figura 44 hay sefiales que indican que
probablemente no s6lo falten hebras extendidas (en color rojo) sino también a-hélices (en color

azul) y giros 3 (en color verde).

Se observa que PAL es una enzima altamente conservada, sobre todo del aminoacido en la
posicién 100 en adelante (Figuras 37 y 44); en cambio, las variaciones mas evidentes se
observan en el sentido contrario, es decir del residuo 100 al primero; este patréon también se

observa en las secuencias nucleotidicas (Figura 36).
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Tabla 16. Comparacion de la composicién de la estructura secundaria deducida de una proteina fenilalanina amonio
liasa de Buddleja cordata (Bcpall) y algunas especies cercanas pertenecientes al Orden Lamiales (Cistanche
deserticola, GU451308.1; Rehmannia glutinosa, AAK84225.1, Picrorhiza kurrooa, AGA84059.1 y Digitalis lanata,
CAA05251.1). Los datos fueron obtenidos con los  recursos en linea  ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/), para calcular el punto isoeléctrico (pl) y el peso molecular de las proteinas,
y SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html), para determinar la
estructura secundaria de las proteinas.

Composicién de la Especie

estructura secundaria | Buddleja cordatapall . 3 . . . . L
i Cistanche deserticola Rehmannia glutinosa Picrorhiza kurroa Digitalis lanata

de la proteina PAL (putativa)
a-hélice 56.4% 56.14% 56.78% 53.3% 52.12%
Hebras extendidas 6.55% 8.60% 7.49% 9.54% 7.94%
Girosp 6.10% 5.22% 5.37% 6.59% 7.15%
Enrollamientos al azar 30.05% 30.04% 30.51% 30.58% 29.73%
Nimero de

672 709 708 713 713

aminodcidos
Peso molecular 73.1Kda 77.2KDa 76.8KDa 77.7KDa 77.7
Punto isoeléctrico (pI) 6.11 6.04 6.16 6.82 6.21

oo VR -

cooeceris W -
s \HHHHAMME - EHHA R

s e HHEHHAH
corssree NP HHIHHH

Figura 44. Estructura secundaria deducida de una isoforma de la proteina PAL de Buddleja cordata (BcPall) y de
otras proteinas PAL vegetales pertenecientes al Orden Lamiales, Cistanche deserticola (GU451308.1, Hu et al, 2011),
Rehmannia glutinosa (AAK84225.1), Picrorhiza kurrooa (AGA84059.1) y Digitalis lanata (CAA05251.1). a-hélice
(azul), Giros B (verde), hebras extendidas (rojo), enrollamientos al azar (amarillo). Los datos fueron obtenidos con
el recurso en linea SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html)
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En los modelos 3D de las proteinas PAL construidos con Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/) (Figura 45), los cambios estructurales no son tan
evidentes ya que, de entrada, en todos los casos se trata de estructuras homo-tetraméricas.
Cuando se observa con mayor atencion, las variaciones se notan especialmente en las regiones
medio-laterales de los modelos, esto es: partiendo verticalmente los modelos, las regiones
centrales externas de cada mitad. Estas regiones, estan codificadas en la regién 5’ de los genes
pal,lo cual explica la homologia estructural de BcPall con las otras proteinas y ala vez evidencia
la region faltante en la proteina (Figura 46). A pesar del fragmento faltante, se puede observar
la homologia de BcPall con otras proteinas PAL aun perteneciendo a géneros diferentes.
Incluso la composicién de aminoacidos es muy semejante, como puede constatarse en la Tabla

17.
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Buddleja cordata PAL1

at 3
B e
B >

Sk

s

Picrorhiza kurroa Digitalis lanata

Figura 45. Estructura 3D deducida de una isoforma de la proteina PAL de Buddleja cordata y estructura 3D de otras
proteinas PAL vegetales pertenecientes al Orden Lamiales, Cistanche deserticola (GU451308.1, Hu et al, 2011),
Rehmannia glutinosa (AAK84225.1), Picrorhiza kurrooa (AGA84059.1) y Digitalis lanata (Acceso, CAA05251.1). Los
modelos fueron obtenidos con Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/).
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Cistanche deserticola Buddleja cordata PAL1

Figura 46. Estructura 3D deducida de una isoforma de la proteina PAL de Buddleja cordata y estructura 3D de la
proteina PAL de Cistanche deserticola (Hu et al, 2011). Con circulos amarillos se indica la region faltante de la
proteina (la regiéon 5 en el gen Bcpall). Los modelos fueron obtenidos con Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/).

Por comparacién con secuencias consenso de algunas proteinas PAL (Figura 47), es posible
hacerse una idea aproximada (hasta cierto punto) sobre los aminoacidos que podrian
encontrarse en la regién 5’ del gen Bcepall. La prediccidn se complica al comparar la secuencia
de nucleétidos (Figura 48) debido a que incluso entre isoformas pertenecientes a una misma
especie la regiéon 5’ es sumamente variable (Figura 49) por lo que se complica el disefio de un

primer especifico y/o degenerado para amplificar esta region a partir de ADN codificante.
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Tabla 17. Comparacién de la composiciéon de aminoacidos deducida para una proteina fenilalanina amonio liasa de

Buddleja cordata (Bcpall) y algunas especies cercanas pertenecientes al Orden Lamiales (Cistanche deserticola,
GU451308.1; Rehmannia glutinosa, AAK84225.1, Picrorhiza kurrooa, AGA84059.1 y Digitalis lanata, CAA05251.1).
Los datos fueron obtenidos con el recurso en linea ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

Buddleja

Cistanche

Rehmannio

Picrorhiza

Aminasicida cordata pall deserticolo glutinosa kurrooa Dégltatts kanata
Ala (A) 8.70% 9.70% 5.50% B.BO% 5.30%
Arg [ R) 4.60% 4.90% 4,50% 4.60% 4.50%
Asn (M) 5.50% 5.50% 5.80% 6.20% 6.00%
Asp (D) 3.40% 4 20% 3.70% 3.40% 3.50%
Cys (C) 1.20% 1.60% 1.40% 1.40% 1.40%
Gln () 3.30% 3.00% 3.10% 3.20% 3.50%
Glu { E) 7.90% 7.80% 7.30% 7.00% 7.60%
Gly (G) 8.30% 8.00% 8.10% 7.70% 7.70%
His (H) 2.70% 2.50% 2.80% 2.50% 2.70%
lle (1) 5.20% 5.10% 5.50% 5.50% 5.00%
Leu iL) 11.30% 11.00% 11.20% 11.20% 11.10%
Lys (K) 5.40% 5.60% 5.20% 5.50% 5.50%
Met (M) 2.50% 2.10% 2.00% 2.70% 2.50%
Fhe (F) 3.70% 3.40% 3.20% 3.20% 3.50%
Pro (P) 4,30% 4.20% A,40% 4.80% 4.10%
Ser (3) 7.10% 6.90% 7.20% 7.70% 7.30%
Thr (T) 4.80% 4.50% 5.60% 5.60% 5.50%
Trp (W) 0.40% 0.60% 0.60% 0.60% 0.60%
Tyr () 2.20% 2.30% 2.30% 2.20% 2.10%
Wal (V) 6.40% 7.10% 6.60% 6.20% 6.70%
Pyl (O) 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Sec (U) 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%

161



L R A R I R R R B A B B I O B R A I O B B R R R I I B A RO B I B O R R

10 20 30 40 50 60 70

Buddeja cordata pall
Cistanche deserticola
Rehmannia glutinosa

===MSTVTEN

Picrorhiza kurrooa CMKQQSNDPLNWGVREPPRR-——-——— SEA

Digitalis lanata -—--MAAVVENGHHG CVKQN--DPL AAR GSHLDEVKRMVEEFRKTVVK
Sesamum indicum CVQKQK-DPL GSHLDEVKRMVEEFRKPVVKLG
Handroanthus impetiginosus N ;FCVP-TK-DPL GSHLDEVKRMVEEFRKPVVKLGG

GIHLDEVKRMVEEFRKPVVK
;SHLDEVKKMVEEFRKPAVK
GSHLDEVKRMVAEFRKPVVK 7
QGSHLDEVKRMVAEFRKPVVKLGGETLTISQVAAI?

Perilla frutescens
Plectranthus scutellarioides ---M )
Erythranthe guttata M CVQQON--DPL
Scutellaria baicalensis pal2- I-GNGFCVKQN--DPLNW \EALQ

Consenso A DPLNW_ A_E_L_GSHLDEVK

Consenso B ___EN_HHSN C_Q__ DPLNW__ AAE_L_GSHL DEVK

CVK-QN-DPL

Figura 47. Comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida de una isoforma de la proteina PAL de Buddleja
cordata con secuencias consenso de otras proteinas PAL vegetales. Consenso A, Secuencias aminoacidicas de PAL
de perejil, papa, frijol, soya, alfalfa, tomate, tabaco y papa dulce (Appert et al, 1994). Consenso B, Secuencias
aminoacidicas de PAL de especies cercanas a B. cordata, pertenecientes al Orden Lamiales, Cistanche deserticola
(GU451308.1, Hu et al, 2011), Rehmannia glutinosa (AAK84225.1), Picrorhiza kurrooa (AGA84059.1), Digitalis
lanata (Acceso, CAA05251.1), Sesamum indicum (XP_011077338.1), Handroanthus impetiginosus (PIM98440.1),
Perilla frutescens (AEZ67457.1), Plectranthus scutellarioides (AFZ94859.1), Erythranthe guttata (XP_012836017.1),
Scutellaria baicalensis (PAL2, ADN32768.1).
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Figura 48. Comparacion de la secuencia de nucledtidos de una isoforma del gen pal de Buddleja cordata con
secuencias pal especies cercanas a B. cordata, pertenecientes al Orden Lamiales, Cistanche deserticola (GU451308.1,
Hu et al, 2011), Rehmannia glutinosa (AAK84225.1), Picrorhiza kurrooa (AGA84059.1), Digitalis lanata (Acceso,
CAA05251.1), Sesamum indicum (XP_011077338.1), Handroanthus impetiginosus (PIM98440.1), Perilla frutescens
(AEZ67457.1), Plectranthus scutellarioides (AFZ94859.1), Erythranthe guttata (XP_012836017.1), Scutellaria
baicalensis (PAL2, ADN32768.1).
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2] 1 50

Parsley PAL-1 MENGNGATTN GHVNGNGMDF CMKTEDPLYW GIAAEAMTGS HLDEVKKMVA
Parsley PAL-2 MENGNGAITN GHVNGNGMDF CMKTEDPLYW GIAAEAMTGS HLDEVKKMVA
Parsley PAL-3 MAYVNG.TTN GHANGNGLDL CMKKEDPLNW GVAAEALTGS HLDEVKRMVA
Parsley PAL-4 MDCESKNVVS . .LNGKGDAL CMQK.DPLNW GMAAESLKGS HLDEVKRMVA

Consensus A tetsssacrs sassereses +.4..DPL.W , AE.L.GS HLDEVK MV,

E| %""I""VI""I""I""I""I""I"'

S 10 20 30
A.thaliana, Pall MEINGAHKSNGGGVDAMLCGGDIKTKNMVIN--AE

A.thaliana, Pal2 —————————- MDQIEAMLC EKTKVAVTTKTL
A.thaliana, Pal3 —————————————————- MEFRQPN--ATALS-
A.thaliana, Pal4 ——————————————————- MELCNQNNHITAVS
Consensus |- T T oo o oo oo oo

Figura 49. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de cuatro isoformas de la proteina PAL de a) Petroselinum
crispum (perejil) (Appert et al, 1994) y b) Arabidopsis thaliana (AAP59438.1, Pall; AAP59439.1, Pal2; AAS18574.1,
Pal3; AAP59440.1, Pal4).

Tras obtener las primeras secuencias correspondientes al gen denominado Bcpall (Figuras 40
y 41), inicialmente se disefié un primer degenerado basado sobre todo en la similitud con la
secuencia de nucledtidos y aminoacidos de PAL en Cistanche deserticola (GU451308.1, Hu et al,
2011b; Figuras 36 y 37). Sin embargo, no se logré amplificar el fragmento desconocido en 5’,
aun a pesar de modificar variables como temperatura y concentracién de los primers. Lo
anterior condujo a una nueva revision y comparacién de las secuencias obtenidas a lo largo de
este trabajo provenientes tanto de ADN genémico y ADN complementario y entonces hubo
mayor claridad sobre la situacion: se asumié que la totalidad de las secuencias pertenecian a
una sola isoforma del gen pal, premisa sustentada en la idea de que dado que el material
genético usado como molde para la amplificacion del gen fue extraido de células cuya
produccién de verbascésido fue artificialmente mejorada (mediante la aplicaciéon de MeJa),
entonces se contaria con mayor presencia de la isoforma pal mas activa (en caso de existir mas
de una). En plantas, los genes codificantes de la enzima PAL existen como familias integradas
por multiples miembros de entre 2 a 14 isoformas, aunque en la naturaleza existen casos
excepcionales como la familia de genes pal de papa (Solanum tuberosum L.), 1a cual se compone
de 40 a 50 genes (Tohge et al, 2013). Por otro lado, se ha demostrado la expresidn diferencial
de cada gen: en una misma especie, cada isoforma del gen PAL responde de forma diferente a
estimulos biodticos y abidticos, ademas de que su expresién es controlada espacialmente
durante el desarrollo. Sin embargo, s6lo una copia puede ser expresada en todos los tejidos

mientras que el resto permanece silenciado (Yu y Jez, 2008; Vogt, 2010).
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Con base en el analisis de secuencias sabemos que, en realidad, se obtuvo informacién de por
lo menos tres isoformas del gen pal, incluyendo Bcpall. En las Figuras 50 y 51, se observa el
alineamiento de los segmentos de nucleétidos identificados para cada una de las isoformas y
ademas las secuencias de aminoacidos deducidas para cada una de ellas. Es posible advertir
que a pesar de que hay bases y aminoacidos conservados, las secuencias no son idénticas entre
si, razon por la cual se concluye que se trata de isoformas diferentes. Es importante mencionar
en este punto que la limpieza de las secuencias obtenidas apoya esta conclusion (ver Figuras
9-11 en el Anexo). No obstante, no se obtuvo la secuencia completa de ninguna de las tres

isoformas (Figura 52).

BCPAL2 AGGACTTTAACAATGGGGGTCAATGGGGAGCTTCACCCATCTCGATTCTGCGAGTTGGAT 1422
BCPAL1 AGAACCCTAACAATGGGTGCTAATGGAGAGCTTCATCCATCACGATTTTGCGARAAGGCT 1560
BCPAL3 ~  ————————mmmmmmmm e GAGCTTCACCCGTCTCGATTCTGTGAGTTGGAC 33
W W W W R **.**:***** ¥ ¥ **.::9{*.
BCPAL2 TTGCTCCGTGTGGTGGACCGTGAATACGTTTTCACATACGCAGACGACCCATGCCTTGGA 1482
BCPAL1 TTACTTCAAGTAGTCGAACGTGAGTACGTTTTTGCGTACGTGGATGACCCGTGCAGCGGA 1620
BCPAL3 TTGCTCCGTGTAGTGGACCGTGAATACGTTTTCGCATACGCAGATGATCCATGCCTTGGA 93
**.** *':**.** **_**9(**.******** .*'**** .** w* ok **.***_ W K
BCPAL2 TCCTACCCATTGATGCAGAAACTGAGGCAGGTATCTGCT —————————=—====———=—— 1521
BCPAL1 TCCTATCCGTTGATGCAGAAACTGAGGCAAGTATCTGCTGATCATGCATTGGAGAATGGA 1680
BCPAL3 TCCTACCCGTTGATGGAGAAATTGAGGCAAGTTCTCGTGGATCATGCATTGAAAAACGGT 153

W v v e N **'****** WK v WK **i****-\\v*- *

Figura 50. Alineamiento de un segmento de nucleétidos de tres isoformas del gen pal de Buddleja cordata.

BCPAL3 =  ——————m—m—mmm ELHPSRFCELDLLRVVDREYVFAYADDPCLG 31
BcPAL1l RHLEENLKLAIKNSVSHVAKRTLTMGANGELHPSRFCEKALLQVVEREYVFAYVDDPCSG 540
BcPAL2 RHLEENLRNAVENTVSQVARRTLTMGVNGELHPSRFCELDLLRVVDREYVFTYADDPCLG 494

W WK K TR **:**:*****:*.**** *

BCPAL3 SYPLMEKLRQVLVDHALKNGENEKNVGTSIFQKIQAFEEELKAVLPKEVESARIALESGN 91
BCPAL1 SYPLMQOKLRQVSADHALENGDNEKSVGTFIFHKIEAFENELKATLPREVESARSALASGN 600
BCPAL2 SYPLMOKLRQVSA— == == = = = = o 507

*****:*****

BCPAL3 PAIDNRIKECRSYPLYKFVREELGTEFLTGERVTSPGEEGDKVFTALSKGLIVDPLLECL 151
BCPAL1 PAIGNRIKECRSYPLYKFIREELGTEFLTGEKVTSPGEEGEKVFTALSNGLIVDPLLKCL 660
BCPAL2 ~  —mmmmmmmm e e e e e e e e e e e 507
BCPAL3 Q-GWNGEPLPIC 162
BCPAL1 AREWNGEPLPIC 672
BCPAL2 = —————mm——mmm 507

Figura 51. Alineamiento de un segmento de aminoacidos deducidos de tres isoformas de la proteina Pal de Buddieja
cordata.

164



BcPAL3
BcPALL
BcPAL2

BCcPAL3
BcPALlL
BcPAL2

BCPAL3
BcPALl
BCPAL2
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BcPALlL
BcPAL2

BcPAL3
BcPALL
BCPAL2

BCcPAL3
BcPALL
BCcPAL2

BCPAL3
BcPALL
BcPAL2

BCPAL3
BcPALL
BcPAL2

BCPAL3
BcPALl
BcPAL2

DSYGVTTGFGATSHRRTKQGGALOKELIRFLNAGIFGQGTESCHTLPHSATRARMLVRIN
DSYGVTTGFGATSHRRTKQGGALOKELIRFLNAGIFGNGTESSHTLPHSATRAAMIVRIN

TLLOGYSGIRFEILEVITKFLNHENITPSLPLRGTITASGDLVPLSYIAGLLTGRPNSKAV
TLLOGYSGIRFEILEATAKFLNENITPCLPLRGTITASGDLVPLSYIAGLLTGRPNSKAV

GPNGEALNAEEAFKLAGVDGGFFELQPREGLALVNGTAVGSGLAAIALYEANVLALLSEV
GPRGESLSAEEAFKLAGVNGGFFELQPREGLALVNGTAVGSGLASIALYEANILALLSEV

MSALFAEVMNGKPEFTDHLTHRKLKHHPGQIEAARATMEHILDGSSYVKAAQKMHEMDPLQK
LSAVFAEVMNGKPEFTDHLTHRLKHHPGQIEAAATMEHILDGSGYVKAAQRKMHEMDPLOK

PRODRYALRTSPOQWLGPQIEVIRAANKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKALHGGNFQGTPI
PRODRYALRTSPOWLGPQIEVIRAATMMIEREINSVNDNPLIDVSRNRKALHGGNFQGTPI

GVSMDNTRLAIASIGKIMFAQFSELVNDFYNNGLPSNLSGGRDPSLDYGFRKGMEIAMASY
GTSMDNTRLAIASIGKIMFAQFSELVNDFYNNGLPSNLSGGRNPSLDYGFKGAEIAMASY

CSELQFLANPVTNHVQSAEQHNODVNSLGLISSRKTVEALDILKIMLSTYLVGLCQAVDL
CSELQFLANPVTNHVQSAEQHNODVNSLGLISSRKTTEALDILKIMSSTYLIALCOAIDL

----------------------------- ELHPSRFCELDLLRVVDREYVFAYADDECLG
RHLEENLKLAIKNSVSHVAKRTLTMGANGELHPSRFCEKALLQVVEREYVFAYVDDPCSG
RHLEENLRNAVENTVSQVAKRTLTMGVNGELHPSRFCELDLLRVVDREYVFTYADDECLG

R dedk o dede o deved ok o e dede ko o

SYPLMEKLRQVLVDHALKNGENEKNVGTSIFQKIQAFEEELKAVLPKEVESARIALESGN
SYPLMOKLRQVSADHALENGDNEKSVGTFIFHKIEAFENELKATLPREVESARSALASGN
SYPLMOKLRQVSA === == = = = = m

iii*t:*ﬁi*i .

PAIDNRIKECRSYPLYKFVREELGTEFLTGEKVISPGEEGDKVFTALSKGLIVDPLLECL
PAIGNRIKECRSYPLYKFIREELGTEFLTGEKVITSPGEEGERVFTALSNGLIVDPLLKCL

Q-GWNGEPLPIC 162
AREWNGEPLPIC 672
------------ 507

120
74

180
134

240
194

300
254

360
314

420
374

480
434

31
540
494

91
600
507

151
660
507

Figura 52. Alineamiento de aminoacidos deducidos de fragmentos de tres isoformas (BcPall, BcPal2 y BcPal3) de la
proteina PAL de Buddleja cordata.
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Posiblemente, la mejor opciéon para amplificar la regién 5’ de las isoformas implique
nuevamente el uso del kit Genome Walker y/o el disefio de uno o mas primers que amplifiquen
desde la regién regulatoria, basados sobre todo en elementos tipicos de las secuencias
promotoras de genes involucrados en la biosintesis de fenilpropanoides como las cajas L
(consenso: YCYYACCWACC), o bien las cajas P (elementos cis) (consenso: YT-
YYMMCMAMCMMC) (Wanner et al, 1995; Song y Wang, 2009).

Entre las diversas técnicas disponibles para la clonacién de genes, como pal, en organismos
vegetales no modelo, es decir, organismos de los cuales no existe informacion disponible sobre
su genoma y/o transcriptoma, los mejores resultados se han generado con el rastreo o seleccion
de genotecas y el uso de primers degenerados. Una genoteca o libreria de ADN (que bien puede
ser gendmica o complementaria) es una coleccion aleatoria de fragmentos individuales de ADN,
los cuales representan parte o todo el genoma de un organismo. En términos generales, el ADN
es parcialmente digerido por una enzima de restriccion, luego los fragmentos son incorporados
en vectores, por ejemplo, el fago A. Posteriormente son clonados dentro de algin
microorganismo como bacterias y levaduras. Para identificar los clones que portan un gen o
alguna region de interés en el ADN, debe llevarse a cabo su deteccion empleando
oligonucleétidos o bien, una proteina producida por el gen blanco (Passarge, 2007). Con esta
estrategia fueron clonados los genes pal de alfalfa (Medicago sativa L.) (Gowri et al, 1991), pino
de incienso (Pinus taeda L.) (Whetten y Sederoff, 1992), tabaco (Nicotiana tabacum L.)
(Pellegrini et al, 1994), arabidopsis (A. thaliana) (Wanner et al, 1995) y salvia (Salvia
miltiorrhiza) (Song y Wang, 2009), por mencionar algunos. Un primer degenerado es una
mezcla de primers que tienen secuencias casi idénticas al gen blanco, pero con permutaciones
especificas en ciertas posiciones. Es decir que las moléculas difieren en al menos una base. La
secuencia de los primers degenerados es disefiada a partir de secuencias protéicas ya conocidas
o de secuencias de regiones conservadas de una familia génica. La degeneracién de un primer
es el nimero de secuencias de ADN distintas en él descritas (Farell, 2010). El uso de este tipo de
primers generalmente implica: 1. El uso de primers degenerados para amplificar parte del gen
de interés por una reaccién de PCR. 2. Identificar cual de los productos obtenidos por PCR
corresponde al gen de interés. Si bien el tamafio de los productos orienta sobre el posible
paradero del gen blanco, es necesario llevar a cabo un analisis de secuenciaciéon de los
productos. 3. La revision de una biblioteca de ADN codificante usando el producto correcto de

PCR como sonda y finalmente, la clonacion del gen de interés.
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Mediante el uso de primers degenerados fueron clonados los genes pal de pino de Banks (Pinus
banksiana) (Butland et al, 1998), Cistanche deserticola (Hu et al, 2011b), flor del infierno
(Lycoris radiata) (Jiang et al,, 2011), Bambusa oldhamii (Hsieh et al, 2011), nogal (Juglans regia)
(Xu et al, 2012), jatrofa (Jatropha curcas) (Gao et al, 2012) y arbol dragén (Dracaena

cambodiana) (Wang et al, 2013), entre otros.

Actualmente, las tecnologias de secuenciacion masiva de nueva generacion/herramientas
bioinformaticas ya no implican la inversiéon de importantes sumas de recursos econémicos (en
cambio son sumamente informativas), por lo que su uso podria arrojar claridad sobre la
cantidad de isoformas existentes del gen pal en B. cordata, asi como informacién concerniente
a intrones, regiones regulatorias, etc. Pero también sobre genes/enzimas involucrados en la
biosintesis de verbascdsido como en los trabajos de Zhou et al, 2016; Wang et al,, 2017; Zhang

etal, 2019 y Park et al, 2020.

8.6 Silenciamiento del gen fenilalanina amonio liasa ‘pal’ en cultivos en suspension de

Buddleja cordata

El analisis de la funcién de mutantes con pérdida de funcién ha sido fundamental para la
caracterizacion de diversos genes. En especies vegetales, el ARN de interferencia ha sido
particularmente util en la generacién de plantas knockdown (Song y Wang, 2011). Con la
finalidad de generar un mayor entendimiento sobre la funcién bioldgica del gen pal de B.
cordata, ademas de clarificar su participacion en la biosintesis de verbascosido, en este trabajo
se propuso como otro objetivo el silenciamiento de dicho gen suprimiendo su expresion

mediante ARN de interferencia.

La obtencidn de un fragmento fidedigno de secuencia perteneciente al gen de interés (Figura
24) posibilité la ejecucion del objetivo. Inicialmente se construyd el vector de entrada
‘BcPalTOPO’ (Figura 53), el cual consiste en la ligacion de un fragmento de 526 pb del gen
BcPall en el vector comercial PCR8/GW/TOPO TA (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA,
EUA). Después, el vector de entrada resultante fue empleado para generar el vector de
silenciamiento ‘BcPalGW80’ (Figura 54) mediante un proceso de recombinacién entre el
vector BcPalTOPO y el vector binario comercial pGW80 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

CA, EUA). Luego de verificar mediante secuenciacion la correcta construccién de los vectores
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de entrada y de silenciamiento, este ultimo BcPalGW80 fue empleado para transformar células
de Agrobacterium tumefaciens AGL-1 y a su vez las transformantes para infectar células en

suspension de B. cordata.

BcPalTOPO

33450p

Figura 53. Mapa del vector de entrada BcPalTOPO empleado para la construccién del vector de expresion
BcPalGW80. El vector contiene el origen de replicaciéon ‘ori’, el promotor T7, las secuencias de terminacion
transcripcional rrnB T1 y T2. Un fragmento del gen BcPal2, flanqueado por los primers SilR y SilR. Los sitios de
recombinacion attL1 y attL2. Ademas el gen de resistencia a estreptomicina ‘SmR’ como marcador de seleccidn.
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Figura 54. Mapa del vector de silenciamiento BcPalGW80. El vector contiene el origen de replicacién ‘ori’, el
promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor ‘CaMV35S’, el terminador del gen nopalina sintasa ‘NOS’,
dos fragmentos del gen BcPal2, cada uno flanqueado por los primers SilR y SilR. Los sitios de recombinacién attB1 y
attB2, el gen de resistencia a neomicina/kanamicina/geneticina ‘NeoR/KanR’ con el promotor NOS y ademas el gen
de resistencia a estreptomicina ‘SmR’ como marcadores de seleccién.

El proceso de construccion de los vectores de entrada y de silenciamiento no implicé mayor
problema, la construccion de vectores Gateway es una metodologia conveniente en términos
de tiempo y trabajo como se discutira mas adelante. Igualmente, el proceso de transformacién
de A. tumefaciens AGL-1 con el vector BcPalGW80 y la posterior seleccion de transformantes se
llevé a cabo sin muchas complicaciones. Por el contrario, durante el desarrollo de los
experimentos para obtener células de B. cordata con expresion atenuada del gen pal si
ocurrieron bastantes inconvenientes, teniéndo que estandarizarse diversos pasos del

procedimiento, por ejemplo:

- la cantidad de inéculo de A. tumefaciens para llevar a cabo la infeccion de los cultivos de B.
cordata,

- ajustar el tiempo de co-cultivo entre A. tumefaciens y B. cordata,

- ajustar la concentracion/tiempo de exposicion del antibiético meropenem para eliminar A.

tumefaciens,

- ajustar la concentracion/tiempo de exposicion del herbicida glufosinato de amonio.
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El silenciamiento del gen pal en celulas de B. cordata resultd en la generacién de una linea que
no crecié en medio semis6lido ni se logré establecer como sistema en suspension. De hecho,
después de la seleccion de transformantes con el herbicida glufosinato de amonio, éstas no
sobrevivieron mas alla de tres semanas de cultivo. Conforme los dias transcurrian, la oxidacién
se hacia cada vez mas evidente, hasta que las células murieron. Como solucién se probé a
aumentar al doble la concentracién de antioxidantes en el medio de cultivo; sin embargo, la
estrategia no fue suficiente. El rapido desarrollo del proceso de oxidacién celular no es un
evento inesperado, como ha sido mencionado con anterioridad: la actividad de la enzima
fenilalanina amonio liasa es fundamental en la ruta general de sintesis de los fenilpropanoides
(Figura 2) incluyendo no sélo al compuesto verbascésido (como ha sido comprobado en este
trabajo con el uso del inhibidor AIP, Figura 15) sino a otros compuestos de naturaleza fenoélica
y flavonoides (Estrada-Zuiiga et al, 2009; Vazquez-Marquez et al., 2019), los cuales, entre otras
cualidades, se caracterizan por sus propiedades antioxidantes. En linea con esto, la supresion
del gen pall de Salvia miltiorrhiza via ARN de interferencia, provocé la alteraciéon en el
metabolismo de fenilpropanoides y la reduccién de fenoles totales (Song y Wang, 2011).

Rohde et al. (2004), observaron que el silenciamiento de dos de las cuatro isoformas del gen
pal de A. thaliana (PAL1 y PALZ2) podia ser compensado por otra isoforma del gen (PAL4).
Contrariamente, Song y Wang (2011) reportaron que en lineas con supresion del gen pall de
Salvia miltiorrhiza la expresion del gen pal2 también se atenué de forma importante. Los
autores atribuyeron la disminucién al hecho de que el fragmento del gen pall empleado para
construir el vector de silenciamiento compartia una alta identidad con pal2 (74%). Esto ultimo
es reelevante porque al comparar la secuencia empleada del gen BcPal para construir el vector
de silenciamiento BcPalGW80 (en este trabajo identificado como BcPalZ2, Figuras 50, 51y 52)
con la secuencia correspondiente del gen identificado como BcPall, se observé una alta

conservacion entre secuencias (81.6%) tal y como se muestra en la Figura 55.
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BePall ACCCTITTIGATTGATGITICTIAGARRCARGCCCTTACATGCTGGARRCTTCCARGGTACAC €0
BecPal2 ACCCCTITGATCGATGTITTICTARARRCAAGCGCTTTACATGGTGGCARCTTTICARGGCACGC €0

Wk kA Rk e I

BePall CAATTGGAGTCTCCATGGATARCACTACGATTIGCCTATAGCATCARTTGGGARGTTARTCT 120
BePal2 CIATCGGAGTGTCGATGGACAATACAAGATTIGCCARTAGCATCTATTGGAARATIGATGT 120

I

BePall TTGCTCARTTITTCGGARCTTGTTARATGATTTTITACAATARCGGGTTACCGTCTARTCTICT 180
BePal2 TTGCTICAATTTICTIGARCTAGTTAATGATTICTATARCARTGCTTTGCCATCTARTCTTIT 180
e t.&bt:ﬁttt.ﬁﬁ‘t.‘ -~ -~ -~ -~ tﬁ'bt.&bttttbh -

BePall CGGGCGEGECGEECEACCCGAGCTIGGATTACGCTITCARAGGRATGGARATCGCCATGGECCT 240
BePal2 CGGGETGGGAGCARCCCTAGCTIGGACTATGCTTITCARTGCGGCAGAGATCCCTATGGECGET 240
-~ -~ -~ -~ e~ -~ L - - -~ -~ -

BePall CATATTGCTCAGAGCTCCAATTICITGCCTARCCCAGTCACRARCCATGTCCAARGCGCCE 300
BePal2 CCTACTGTTCAGAGCTCCAATTICTITGCCTAACCCAGTCACGARCCACGTGCAGAGTGCCG 300
..t‘ - - Q0..‘b0‘bb‘.bﬁ‘.‘t“.‘.bb‘tb“..-tht. -~ t‘.bﬁ -~
BePall AGCAGCATARCCARGATGIGARTTCTICTAGGTITIGATCICTITCGAGGARAACCGTIGAGE 380
BePal2 AGCARCATARTCAAGATGTTARCTCATTGGCATTIGATCTICTTCAAGGARRACARCTGAGE 3¢&0
t.ﬁblhhbhﬁ R A AR, -~ ..: .'.ﬁ:..tﬁ‘.bb“‘_ﬁﬁ.ﬁ‘bt... - ..

BePall CITIGGATATCTIIGARGCTTATGITATCARCATACCTACGTCGGEGCTATGCCRAGCCCETICE 420
BePal2 CITTIGGATATTICTTARGCTTATGTICATCARCTTACCTAATTGCTCTITTIGCCRAGCCATTC 420
e ~ e .tﬁ.tﬁ:..ﬁﬁét'. - ..:bttbﬁ‘ﬁ“.. -

BcPall ATTTGAGGCATITGGARGAGAATTTARARCTIGCTATCARGRATAGTGTARGCCACCTITG 480
BePal2 ATTTGAGGCATITGGAGGAGAARTTTGAGACTTGCTGTITARARRCACTGTCAGCCARGTIGGE 480

- - -

B B

BePall CTARRRGARACCCTARCARATGGGTGCTARTGGAGAGCTTCATCCATC 52¢
BePal2 CTARGAGGACTTIGACGATGGGAGTGARTGGAGAGCTTCACCCETIC 528

WhaE AE e e E AR e

Figura 55. Comparacién entre fragmentos de secuencias del gen BcPall y BcPal2. La secuencia del gen BcPal2 fue
empleada para construir el vector de silenciamiento BcPalGW80.

Probablemente, como en el caso de S. miltiorrhiza, en la linea de B. cordata, el ARN de
interferencia no sélo suprimié la expresién del gen BcPal2, sino que también aminoré la
expresion de otra u otras isoformas, por ejemplo BcPall, ocasionando la disminucién de
compuestos antioxidantes y la eventual muerte de la linea celular. En todo caso, habria que

llevar a cabo estudios al respecto que corroboren esta hipotesis.

Por otro lado, se sabe que las diferentes isoformas de los genes PAL en angiospermas exhiben
una regulacién compleja durante el desarrollo, cada uno de los genes de la familia son activados
de forma selectiva en diferentes drganos y en respuesta a diferentes estimulos ambientales
(Kumar y Goel, 2019; Vanholme et al., 2019). Su actividad es importante durante las primeras
etapas de la xilogénesis (por ejemplo, como precursor de acido cinamico), de hecho se ha

reportado la elevada actividad de la enzima en células parenquimales debido a la
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alta concentracién de acidos fendlicos en las paredes celulares de este tipo de células (Le Roy

etal, 2016).

Los acidos fendlicos presentes en las paredes celulares, por ejemplo los acidos cumarico y
ferulico (ver ruta general de sintesis de los fenilpropanoides, Figura 2) tienen un papel
importante en la conexién con otros componentes de la pared celular como lignina,
polisacaridos y proteinas estructurales (Le Roy et al., 2016). Lo anterior sefiala la importancia
de los acidos fenolicos en la integridad de las paredes celulares, la comunicacién entre paredes
y por ende la supervivencia de las células. En este sentido, cabe la posibilidad de que el gen
BcPal2, tenga ademdas una funcion vital en la integridad de las paredes celulares cuyo
silenciamiento result6 en la inviabilidad de la linea. Efecto que puede soportarse con los
resultados obtenidos en los experimentos con el inhibidor AIP, en los cuales la inhibicion de la
enzima PAL ademads de ocasionar la disminucién en la produccién de verbascésido, provoco la
disminucién en la produccién de biomasa (ver Figura 15a). Probablemente, el hecho de que en
B. cordata la produccion de verbascdsido esta asociada al crecimiento radica en la actividad de

la enzima PAL.

La transformacion de plantas via Agrobacterium tumefaciens es una de las principales
herramientas empleadas por la biotecnologia para la ingenieria genética de plantas desde la
década de los 70’s (las metodologias de transformaciéon de plantas han sido recientemente
revisadas por Keshavareddy et al, 2018). Agrobacterium es un género de bacterias patégenas
gram negativo que causa tumores en las plantas; incluye las especies A. tumefaciens y A.
rhizogenes. De forma natural, transfieren un fragmento de su material genético (ADN-T, ADN
de transferencia) localizado dentro del plasmido inductor de tumores ‘Ti’ al interior del ntcleo
de las células vegetales de un amplio espectro de especies dicotiledéneas y angiospermas
monocotiledéneas (Keshavareddy et al, 2018). El ADN-T es incorporado dentro del genoma
vegetal resultando finalmente en del desarrollo de una ‘agalla’ o tumor (crecimiento anémalo
de tejido cuyo fin es aislar el ataque o infeccidon) (Bakhsh et a., 2014; Keshavareddy et al,, 2018).
En la naturaleza, la transferencia exitosa de ADN-T requiere de dos elementos genéticos
bacterianos: i) las secuencias localizadas en ambos extremos del ADN-T que consisten en
secuencias de 25 pb, ii) los genes de virulencia (vir) codificados en plasmido Ti, los cuales son
responsables del corte, transferencia e integracion del ADN-T dentro del genoma de la planta
(Bakhsh et al, 2014). Esta capacidad natural de Agrobacterium para transferir material

genético dentro de plantas y hongos ha sido empleada por la
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biotecnologia, partiendo de la premisa de que los plasmidos Ti pueden ser empleados como
vectores para introducir genes externos dentro de los genomas vegetales. Actualmente, existe
una gran variedad de cepas de A. tumefaciens, por mencionar algunas, LBA4404, GV2260,
GV3101 MP90, EHA101, EHA105, NT1 (pKPSF2), C58C1, AGL-0 y AGL-1 (Gelvin, 2003; Bakhsh
et al, 2014). La cepa AGL-1 se caracteriza por su hipervirulencia, caracteristica que le confiere
el plasmido Ti pTiBo542, el cual contiene los genes de virulencia virA y virG, los cuales codifican
la expresion de proteinas reguladoras de la expresion de genes implicados en el proceso de
infeccion, los cuales son necesarios para la transferencia de ADN-T (Lazo et al, 1991). Sin
embargo, debido a la extensi6on de los plasmidos Ti (200-800 kpb) y, sobre todo, a que
usualmente las regiones ADN-T no contienen sitios inicos de restriccién, se han desarrollado
algunas alternativas, entre ellas: clonar indirectamente el gen de interés dentro de un plasmido
Ti en cis junto con los genes de virulencia llamados plasmidos Ti desarmados, o bien, clonar el
gen de interés dentro de los bordes de ADN-T en un vector diferente de los genes de virulencia,
denominados vectores binarios ADN-T (Gelvin, 2003; Nakagawa et al, 2009). No obstante, la
construcciéon de estos vectores empleando técnicas tradicionales de biologia molecular
(restriccidn, digestion y ligacion) implicaba por un lado una importante inversion de tiempo y
trabajo debido a la limitada cantidad de sitios de restriccion disponibles. El desarrollo del
sistema de clonacion Gateway signific6 una importante oportunidad para hacer el proceso mas
eficiente (Nakagawa et al., 2009). Los vectores de clonaciéon Gateway tienen como base los sitios
especificos de reacciones de recombinacion reversible entre el fago A y E. coli. Durante el
proceso, el sitio attP (242 pb) del fago A y el sitio attB de E. coli (25 pb) recombinan (reaccion
BP) y el genoma del fago es integrado dentro del genoma de E. coli. Como resultado, el genoma
de fago A es flanqueado por los sitios attL (100 pb) y attR (168 pb). En una reaccidén reversa, el
fago A es escindido del genoma de E. coli mediante un proceso de recombinacién entre los sitios

attL y attR (reaccién LR) (Karimi et al,, 2002; Nakagawa et al, 2009).

La reaccién BP requiere dos proteinas, una enzima integrasa (Int) del fago A y el factor de
integracion del huésped (IHF) de E. coli, mientras que la reacciéon LR necesita una proteina
adicional del bacteriéfago, una enzima excisionasa (Xis). El sistema de clonaciéon Gateway
emplea estos sitios att y el mix de enzimas necesarias (clonasas) para la construccion de
plasmidos in vitro que eventualmente pueden ser empleados para, por ejemplo, la

sobreexpresion y/o silenciamiento de genes (Karimi et al, 2002; Nakagawa et al,, 2009). Entre
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los vectores binarios se encuentran aquellos cuya expresidon genera una doble hebra de ARN, la
cual es necesaria en el proceso de silenciamiento post-transcripcional de genes conocido como
ARN interferente o ARN de interferencia, entre ellos estan los vectores p7GWIWG2(I),
p7GWIWG2(I1) y pGW80 (Wesley et al, 2001; Karimi et al,, 2002). En los sistemas vegetales, un
método especialmente efectivo consiste en transformar la planta con una construcciéon
codificante de una repeticién invertida de un fragmento de una secuencia génica de interés
separada por un espaciador (usualmente una secuencia intrénica) cuya expresion produce un
ARN de doble hebra con una estructura tallo-asa (Wesley et al, 2001; Helliwell y Waterhouse,
2003). El silenciamiento de genes mediante ARN de cadena doble es un proceso que resulta en
la degradacion de una secuencia especifica de ARN (Wesley et al, 2001; Helliwell y Waterhouse,
2003; Wilson y Doudna, 2013). Es un proceso ampliamente distribuido en diversos organismos
incluyendo vertebrados, invertebrados y plantas; es sumamente importante en la regulaciéon de
actividades vitales tales como el crecimiento celular, la diferenciacidn de tejidos, la formacién

de heterocromatina y la proliferacion celular (Wilson y Doudna, 2013).

El proceso de silenciamiento post-transcripcional inicia con el reconocimiento de un fragmento
largo de ARN de doble cadena el cual es seccionado en miultiples fragmentos de entre 21 y 25
ribonucledtidos (denominados pequefios ARN interferentes) por una familia de enzimas con
actividad ARNasa denominadas Dicer, las cuales estan altamente conservadas en la naturaleza
(Helliwell y Waterhouse, 2003; Wilson y Doudna, 2013). Posteriormente ocurre la metilacion
del grupo hidroxilo 2’ de los nucleétidos terminales 3’. Subsecuentemente, un complejo
ribonucleoprotéico que incluye a una familia de enzimas denominadas Argonauta conocido
como RISC (por sus siglas en inglés RNA-induced silencing complex) es responsable del
silenciamiento de un ARN mensajero blanco via su degradacion: una sola hebra del ARN de
doble cadena (denominada hebra guia) se une a Argonauta para dirigir el proceso de
silenciamiento, mientras que la otra (denominada hebra pasajera) es descartada (Wilson y
Doudna, 2013). En afios recientes, el constante desarrollo de mas y mejores herramientas
computacionales, a la par de metodologias de bajo costo y faciles de usar como la tecnologia
CRISPR/Cas9 [(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas (CRISPR-
associated)], que en afios recientes ha demostrado su utilidad en la edicién, modificacion,
regulacion, silenciamiento, etc. de genomas de practicamente cualquier célula/organismo vivo

(Doudna y Charpentier, 2014). De hecho, la combinacién “cultivos de células
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vegetales/CRISPR-Cas/Agrobacterium tumefaciens” se presenta como una gran oportunidad
que podria facilitar la prediccién y caracterizacion de genes, clusters de genes vegetales y
elementos reguladores involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios (a pesar de la la
existencia de otros sistemas que no requieren fuentes de carbono externas, es decir,
organismos fotoautotréficos como cianobacterias, algas y musgos) (Arya et al, 2020). La
aplicacion de cultivos de células vegetales/CRISPR-Cas/Agrobacterium tumefaciens, podria
fructificar en el incremento de la producciéon de compuestos (conocidos y por descubrir) de
interés farmacéutico, cosmético y/o nutracéutico, ademdas de mejorar nuestra comprension

acerca de los procesos bioquimicos y moleculares que rigen el metabolismo secundario vegetal.

Nota al calce.
- No sellevé a cabo la comparacién con la isoforma BcPal3, ya que al momento el tinico
fragmento de secuencia conocida no corresponde al fragmento empleado como molde

para la construccion del vector de silenciamiento BcPalGW80.
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IX. CONCLUSIONES

La linea celular de Buddleja cordata, después de 10 afios de mantenimiento, dirigié con mayor
eficacia procesos metabdlicos relacionados con el crecimiento y la viabilidad. Ademas de
persistir la producciéon de verbascoésido, ésta permanece asociada al crecimiento y su

concentracién es comparable con la de lalinea original (1.43 g L-1y 1.44 g L1, respectivamente).

La adicién del aminoacido L-fenilalanina a los cultivos en el ¢, inicamente a la concentracién
de 600 pM disminuy¢ la produccién de biomasa en un 10.5% (9.4 + 0.46 contra 10.5 + 0.11 para
el control) después de 19 dias de exposicidn (ti9); aunque su adicion en el to, no tuvo efectos
estadisticamente significativos sobre la produccién de biomasa. Mientras que la adicion de L-
fenilalanina 600 pM a ty, ejercid efectos positivos sobre la producciéon de verbascdsido en
diferentes tiempos de exposicion, y su adicidn en el ts, tuvo dos efectos contrarios: negativo
después de 2 y 8 dias de exposiciéon y positivo luego de un tiempo de exposicidn de 10 dias (¢t19),
cuando la produccién del compuesto incrementé un 30.7% (1.96 + 0.16 g L-1 contra 1.50 + 0.04

g L1 correspondiente al control).

La produccién de verbascdsido aumentd significativamente cuando MeJa fue adicionado
durante la fase exponencial tardia (ts). Después de 24 horas de exposicion, con las
concentraciones 100 y 200 uM, se observo un incremento del 132% (2.06 * 0.15 g L1 en los
cultivos tratados contra 1.56 = 0.07 g L1 en los cultivos control). Y de 176.2% (2.75 £ 0.14 g L-
1) con 50 uM Me]Ja. Después de 48 horas de elicitacidn, la producciéon aumenté 213.6% con 50
puM (4.8 g L1) y 138.1% con 100 uM (3.1 g L-1) en comparacion con el tratamiento control (2.25
g L1). Se registr6 un incremento del 8.2% (9.2 g PS L1 contra 8.5 g PS L) en la acumulacién de
biomasa después de 48 horas de exposicion de MeJa 50 pM al ser adicionado durante la fase
exponencial tardia ty. Independientemente del tiempo de adicién y/o tiempo de exposicion,

MeJa 200 puM fue sobre todo perjudicial para la acumulacién de biomasa

No hubo efecto sinérgico entre Me]a y L-fenilalanina sobre la produccion de verbascésido.
El uso de L-fenilalanina y metil jasmonato para incrementar la produccién de verbascésido en
cultivos celulares en suspension de B. cordata son estrategias biotecnolédgica factibles, los

niveles de produccion del compuesto obtenidos en este trabajo fueron comparables o
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superiores a los previamente reportados para cultivos de B. cordata y de otras especies

vegetales productoras de PhGs in vitro.

Mediante su inhibicién quimica, fue posible identificar algunas enzimas involucradas en la
sintesis de verbascosido en cultivos celulares de B. cordata, incluyendo i) fenilalanina amonio
liasa (PAL), ii) una enzima tirosina hidroxilasa, probablemente una polifenol oxidasa (PPO) y

iii) una enzima PLP dependiente como Tirosina/Dopa decarboxilasa (Tir/DopaDC).

La linea celular de presenta por lo menos tres isoformas del gen pal, aunque se desconoce la
secuencia completa de cada una; en particular, el gen denominado Bcpall comparte gran
similitud con otros genes pal, principalmente de especies pertenecientes al orden Lamiales.
Contiene dos exones y un intron, lo cual es consistente con la estructura de los genes pal en la
mayoria de las angiospermas. Aunque se desconoce la secuencia completa de la regiéon
intrénica, fue posible identificar un sito de splicing estdndar GT/AG en genes pal. Se determind

la secuencia codificante total del exdén 2, el extremo 5’ del ex6n 1 aun es desconocido.

La secuencia putativa de aminoacidos de la proteina BcPall posee la secuencia consenso
GTITASGDLVPLSYIAG, caracteristica de las enzimas fenilalanina e histidina amonio liasa.
Caracteristicas como punto isoeléctrico (pl), el peso molecular, propiedades estructurales
secundarias y terciarias de la proteina deducida BcPall son muy semejantes a las de proteinas

PAL de Cistanche deserticola, Rehmannia glutinosa, Picrorhiza kurrooa y Digitalis lanata.

Se generd una linea celular knockdown de B. cordata para el gen Bcpal2 via el vector de

silenciamiento BcPalGW80, demostrandose un rol esencial de la isoforma sobre el crecimiento.
Bajo las condiciones analizadas, no se identific6 al flavonoide linarina, en cambio, se identifico
a los iones precursores de 4acido cumadrico, equinacésido, cumarina y acido siringico (los

ultimos tres metabolitos no han sido previamente reportados en la especie).

Buddleja. cordata es una importante fuente de metabolitos especializados, con multiples

actividades farmacoldgicas, incluyendo ademas de fenilpropanoides, feniletanoide glicésidos,
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flavonas y flavonoides, compuestos de naturaleza terpénica, esteroles, giberelinas,
ubiquinonas, clorofilas, carotenoides, tocoferoles (por ejemplo, vitamina E), elementos

precursores de catecolaminas, indol-alcaloides y alcaloides benzilisoquinolina.
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X. PERSPECTIVAS

Para asegurar que, efectivamente, la composicion del medio de cultivo es una variable
fundamental en la estabilidad de la linea celular, podrian llevarse a cabo experimentos en los
cuales se modifique la concentracién de reguladores de crecimiento vegetal /fuente de carbono
y/o composicion de sales para en cada caso evaluar su efecto sobre el crecimiento y produccién
de compuestos y posteriormente evaluar y contrastar los efectos luego de restablecer las

variables del medio.

Las cualidades de la linea celular de B. cordata hacen de ella un modelo ideal para escalar la
produccién de verbascésido; incorporar alguna de las estrategias biotecnoldgicas probadas
como efectivas en este trabajo para incrementar la produccién del compuesto bien valdria la

pena.

Al poseer rutas de biosintesis de compuestos neuroactivos como hidroxitirosol, L-DOPA,
dopamina, tiramina y triptamina, Buddleja cordata podria usarse como prebiotico y ademas
como alimento nutracéutico. Por otro lado, la linea celular podria emplearse para suministrar

esos compuestos a nivel industrial.

El andlisis a nivel gendmico, transcriptémico y proteémico de la especie es necesario para
generar informacién relacionada con reacciones e intermediarios en la biosintesis de
verbascosido, por ejemplo, enzimas tipo fenilalanina amonio liasa, polifenol oxidasa,
tirosina/DOPA  descarboxilasas, L-aminoacido aromatico descarboxilasa y tirosina

aminotransferasa.

La combinaciéon de cultivos de células vegetales/CRISPR-Cas/Agrobacterium tumefaciens,
podria fructificar en el incremento de la producciéon de compuestos (conocidos y por descubrir)
de interés farmacéutico, cosmético y/o nutracéutico, ademas de permitir mejorar nuestra
comprension sobre los procesos bioquimicos y moleculares que rigen el metabolismo

secundario vegetal.

Es conveniente llevar a cabo estudios para precisar la identidad de los compuestos
putativamente identificados (flavonas y flavonoides, compuestos de naturaleza terpénica,

esteroles, giberelinas, ubiquinonas, clorofilas, carotenoides, tocoferoles, elementos precursores
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de catecolaminas, indol-alcaloides y alcaloides benzilisoquinolina), asi como realizar el analisis
del perfil metabdlico medianamente y poco polar de la linea celular (por ejemplo de fracciones

extraidas con hexano, diclorometano y acetato de etilo).

En virtud de sus multiples actividades biolégicas, los metabolitos secundarios vegetales son la
base de la farmacologia moderna. Desde el punto de vista biotecnoldgico, bien vale la pena el
constante estudio sobre su identidad, funcién, sintesis (quimica o bioldgica) y/o su produccién.
Sin embargo, es fundamental recordar que estos compuestos son esenciales para el desarrollo
de la vida de las plantas en la Tierra: son elementos basicos para su adaptacion, desarrollo y
supervivencia. Pero también son indispensables para la existencia de la biosfera terrestre: son
informacion, sefiales quimicas en el ambiente. Per se, el estudio de los metabolitos

especializados es fascinante.
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ANEXO

Medio basal Murashige y Skoog (MS)

L
Componente ?111gl\//l )
Macronutrientes
1650
NH4NO3 (20.6)
CaCl2-2H20 332.2 (2.3)
Ca(NO03)2:4H20 ---
MgS04:7H20 370 (1.5)
1900
KNO3 (18.8)
K2S04
KH2PO4 170 (1.3)
Micronutrientes
H3BOs3 6.2 (100)
CoCl2:6H20 0.025 (0.1)
CuS04-5H20 0.025 (0.1)
NazEDTA 37.3 (100)
FeS04-7H20 27.8 (100)
MnSO4-H20 16.9 (100)
KI 0.83 (5)
Na:Mo04-2H20 0.25 (1)
ZnS04-7H20 8.6 (30)
Organicos
Glicina 2.0 (26.6)

Acido nicotinico 0.5 (4.1)
Piridoxina HCl 0.5(2.4)
Tiamina HCI 0.1 (0.3)

200



Medio de induccion
Medio basal MS al 50% suplementado con:

- 2,4-D [0.45 pM];

- KIN [2.32 pM];

- 30 g/L de sacarosa;

- Antioxidantes: 100 mg/L de acido citrico y 150 mg/L de acido ascérbico.
**x* Para medio semisolido 2 g/L de Phytagel como gelificante.

Buffer de lisis pH 7.8 (modificado de Al-Samarrai y Schmid, 2000)

Compuesto Concentracién
Trizma-base 40.0 mmol/L
Acetato de sodio 20.0 mmol/L
EDTA 1.0 mmol/L
SDS 1.0% p/v

Medio Luria-Bertani (LB)

Compuesto g/L
Triptona 10.0
Extracto de levadura 5.0
Cloruro de sodio 5.0

pH final 7.0 + 0.2

Medio YEB

Compuesto g/L
Extracto de carne 5.0
Extracto de levadura 1.0
Peptona 5.0
Sacarosa 5.0
MgCl2 0.5
Agar bacteriano 1.5%
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Buffer TENS

Compuesto Concentracion/pH
Tris-HCI 10 mM (pH 8)
EDTA 1 mM (pH 8)
NaOH 0.1N
SDS 0.5 (p/v)

Otras secuencias amplificadas con primers degenerados

Sesamum indicum (Lamiales) proteina NLRC3 (regiones ricas en leucina)
(LOC105168209)

GCATATCTGCTGTATATGTCAGCTCCAGTAGCTCCTATGTGGGACCATCCAAGATAAAAGG
AGGGGTCACATTGCCATGAAATTTAAGAACTTCTGCCAAACAATTAGCACCTTCAGGTCCA
ATGGGATTATAACCAATTTCCAAAGCATTAATGACAGAATTATCTTTTAAAACTTGTGCTA
TTTCATGTATCCCTTTGGCGTGGATGTCATTTCCGCCTAGATCAACATTCGTTACTGAACG
ATTCTGTTTCAAAGCATCTGCCATTCTTTCAGCTCCCTCGTCTCCAATGTCATTCATGTAAA
GACTGATCCATAACAAGCTTTTGCTTTTTTTGACATATTCAGCAACGTGAAAGGCTCCTCT
AGCACTAATGGAATTGTTTGCAAGATCCAAGGCCGTAAGCTTCCCTTTATGAAAAGACGAG
CCAGGCATCAGAGTACGGACTCCTTCATCCCCAATAGAGTTTCCTTGCAAATATAGTTCCC
TCAAGGATTTGTTTCCCTCAAGTCCTTTGGCCAGTGCAGCTGCCCCAAGGGGACCACCATA
ATTGCCATTTGAGGTATATCGACAATATACTTTTATTCTCTAGAAGTGCTCCAGCAAGGCC
AGAAAAACCAGAATAGTCAATCAAATTGTTACTAAGTTCAATGACACGCAAGGACGAATT
TTTCCTTCAACATCTCATCCTATTGCCTCTTGCACCCCTCATCCCCCAAAATGCAGCACTAC
TTAGCTGTAGCTTCTGAATACCTGGAAATTGATCACCAAAAAAGTTCACATAAA

Sesamum indicum (Lamiales) enzima peroxisomal degradadora de insulina-tipo
1 (insulinasa), (LOC105159756)

GTGATCCTGAAGGATTGAAGGCCTCGCACAATTTCTAGAACATAAGGTTTTTTAGGCAAGT
GAAAAGTATCCATTGGAGGATAGTTACTCCAGATACATCAGAGAGCATGGAGGCAGTACA
GATGCTTTCACATCATCTGAACACACCAACTACTACTTAGATGTTAACCATGACTCTTTTG
ACGAAGCCTTGGACAGATTCGCCCAGTTTTTCATCAAACCACTGATGTCTGCTGATGCCAC
CACGAGGGAAATAAAAGCGGTTGATTCTGAGAATCAGAAGAATTTTTTATAAGGAGAAAG
GAGAATGATCAGCTTCAGAGACCTTT

GAAGGAAAAGAAGGCCTCGCACATTTTCTTGAACATATTCTTTTTTTGCAAGTGAAAAGTA

TCCATTGGAGGACAGTTACTCCAGATACATCAGCGAGCATGGAGGCAGTACAAATGCTTTC
ACATCATCTGAACACACCAACTACTACTTTGATGTTAACCCTGACTCTTTTGACGAAGCCT
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TGGACAGATTCGCCCAGTTTTTCATCAAACCACTGATGTCTGCTGATGCCACCACGAGGGA
AATAAAAGCGGTTGATTCTGAGAATCAGAAGAATTTACTATCTGATGCTTGGAGAATTGA
ATCAGCTTCAGAAACATTTAAGCGTGAAAGATCA

Arabidopsis lyrata clon SINE9 elemento moévil (transposon)

TAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGT
TGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCAT
AGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATTACGAGCCGGAA
GCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTTGCCTAATGAGTTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTG
CGCTCACTGCCCGCTTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCC
AACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTTCCGCTTTCCTCGCTTCACTGAC
TCGCTGCGCTTCGGGACGGTTCGGGCTGCGGCGAGCGGGTATCAGC

Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, partial cds, clone:
NIASHv3018I106

GATATCAGACCAGTCAACAAGTACATGGGCATCGTATTGCCCGAACCGATAAAGCTAGCAT
GCCAACGGAATACAGCGAGTCGCTCTTTGTGGAGGTGACTACTACCTAAGAAT

GATATCAGACCAGTCAACAAGTACAATGGGCATCGTATTGCCCGAACAGATAAAGCTAGCA
TGCCAACGGTATACAGCGAGTCGCTCTTTGTGGAGGTGACGATTACCTAACAATCGGTCGA

TTCGTTTGATGTTATGTTTTGTTCTCGCTTTGGTTGGCAGGTTACGGCCAAGTTCGGTAAG

AGTGACAGTTTTACAGTTCATGTAAGGCATGGCAGGCCAACGTTAAGCTGTTGAATCATTT
TAAGTGTCATTCCGGGCACAATTGGAAAATAGAGTCGTGTATACTCTAGGGTGCGCACATT
TTGTTGTATGATTCTTGATTTTTGGTGCACCCATTTGATCATATGACACGATGTGACCCGG

CCTTATCTTAGTGATTTTGAT

Sesamum indicum microsatellite DNA, locus SSR SESAME91, clone BSISR91

ATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTT

TATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACC
TCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTAC

GAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGG

TTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGA

AAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAA
GACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCTCATA

ATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTCATGAGTGA
GCTCACTCAAATTAATCGCGATGCGATCATTGACA

Boechera divaricarpa (Brassicales) GSS (HF949854), clone B59-01-F_KO06.
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GAAATTTTTTTCCATTCTCTCTTCCTCACAATATACCAGCCCCAAGCCTAAAATTATCCCCT
GCTGCTGCCTAACAGTACCTAGCTAATTCTCATTATTTGCAATGAGCTCATTGTCCTTTTT
TTTTTGGGAAAACAGTCCTGCCTTCTGCTTTTTTGAATCTTCCCATCGCCCGAGGAGAGGC
GATTAGCTAATTGAACGCTCTTCCTCTTCATCCCCCACTTACTCGCTGCTCTCGATCTTTCG
GCTGCGACTAGTGTTATCTTCTCACTCCATGGACGTCATAAGGTTATCCACACACTCAGGG
GATAAGGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCACCTAAAGGCCGAGATCCGTAAAAAT
GCCGCGTTACTGGCGTTTTTCCTTAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACACAGATCGACA
CTCAAATCATAGGTGGCTAAATCCGACAGGACTATACACATACCACTCTAACCCCTCTGGA
AGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTACCGACCCTGCCGCATACCGTATACCTGACACCATTACT
CTCTTCTGTACGCCAGACTCTTTCACATAACTCAATCTACAAGTATATCAAATCAGTGTAT
GACGTTCTCTCCAAACTCAACTGTATGTACTATCCTTCCGTTTCAACAGATCGTTGCTCCTC
TTCCTG

TTCCTCATCCTCCCACATTGAATCGCTTCTCTCTATCCTACGTCTTCATTTAGCGTTATCCT
TTCACTCAGTGGCGTTAAGACGGTTATCCCCACTTTCAGGGGACGGCACATGAAAGAACAT
GTGATCCATAGGCCATCACAACGCCATTATCCGTAAAAAGCCTCGATACTGGCGTATTTCC
TTAGGCTCCGCCCCCTCGACTATCAGCACACAAATCGACTCTCCCACCATAGGTGGCTAAAC
CCGATAGGACTATTAATATACCAATCAATCCCACCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCACTCCTCT
ACCGACCCTGCCGCTTAATAGATTCCTGACAATCTTACTATCTTAGAGTACGTCAGTTGCT
ATCTCTTAGCACGTACTTATTGTATCTCTAATAGGATGATCGTTGATCTCTCCAAACAGGA
CTGAGAGCACTTTTCCTCCGTTCAGCC

Populus euphratica elongation factor Tu (XM_011017823), mitochondrial-like
(LOC105119659)

GCGTTCCCGCGCTCGTCGTGTTCCTCAACAAGTGCGACATGGTCGACGATCCGGAGCTGCTC
GAGCTCGTCGAGATGGAAGTTCGCGAACTGCTCTCGAAGTACGAATTCCCGGGCGATGACA
TTCCGATCATCAAGGGCTCGGCGCTCGCCGCCCTCGAAGACAAGGACAAGAAGCTCGGCCA
CGACGCCATCCTCGAGCTGATGCGCAATGTCGACGAGTACATCCCGCAGCCGGAGCGTCCGA
TCGACCAGCCGTTCCTGATGCCGGGCGAAGACGTGTTCTCGATCGCGGGCCGCGGCCCCG

ACGCCGGCGCCGACGGTGCGGCCGCCTTCGCGGATCGCGAAGCGCAGCTTCTCTTCCATCGC
GATCGGCACGATCAGGTGCACTTCCATCGCGATGTTGTCGCCCGGCATCACCATCTCGG

Boechera divaricarpa (Brassicales) GSS (HF949191), clone B25-01-F_015.

CTAAGTCATATTATTTACAATACTCTCTCTGACCCCTTTCTATTCGATAAACCACTCGAGCC
AGCTTCTTTCTCAATCTCCCACCGCGAGGGAAGAGGCGATTAGCGTATTGAACACTCTTCC
TCTTCCTCGCTCATTGAATCGCTGCTCTCTATCTCTTCGGCTGCAACCAGCGATATCTGAAT
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CACTCAGAGGCCGTAATACGGTTATCCGCACATCAGGGGATGACACATCAAAGAACATGTG
AGCAAAAGGCCAGCCAAACGCCAAGAACCTAAAAAAGGCCGCGTTACTGACATTTTTCCAT
AAGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACGCAGATCGACTCTCAAGTCATAGGTGGCCAAACCC
GACAGGACTATATACATACCACGCCTTTCCCCCTAGAAGCTCCCTCTTGCGCTCTCCAGTAC
CGACCCTGCCGCTTACCGGATATCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCCGTATGCCAGACGCTTTCT
CATAGCTCACTCTTCAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAACTAGGCTGTG
TGCACGATCCCTCCGTTCAACTCGAACGCTGCGTCTTATCCGGTAACTATCTTCCTGAGTCC
TTCCCGGTAAGACATAACTTATCTCCACTTGAAGCAACCTCTGATAACAAGATTA

Sesamum indicum factor de respuesta a auxina 1 (LOC105169057),
XM_011089324.2

AGAAACTGAGGCAGGTATCATCTACTCCTGTAAGTGAAAAGAGACAGGCAAATGGCTGCAG
GCTTTTTGGTATTGAGTTGGTGGACCATTCAACTGTTGAAGACACCTCACCGGCAGTCCAG
TCTGGAGCTGCTATTGAGGGTTCTCATATTCCTCTAGATGCTGAATCTGAACAGCATTCTC
AGCCATCAAATCCTAACCCATCTGATGTTCCTTTAGACAGTTGCGAACCTGATAAGTCGTG
CCTGAGATCCACTCATGAGCCAAACAGCCGCCTAACTCGGAGCTGCACCAAGGTTCACATG
CAAGGGATTGCTGTTGGGAGGGCAGTAGATCTGACCAGGTTTGACTGCTATGAGGATTTAC
TCAAGAAATTTGAAGAGATGTTTGACATTCAAGGGGAACTCTCGGGGTCAACAAAGAAAT
GGCAGGTTGTCTACACAGATGATGAGGATGACATGATGATGGTTGGAGATGATGCTTGGC
ATGAATTTTGCAAGATGGTGAAGAGAATATTTATCTATAC
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Time Function |Parameter

1 11.50 min Change Solvent Composition |Solvent composition A:
100.00 % B:0.00 %

2 |1.50 min Change Flow Flow: 0.5 mL/min

3 ]1.50 min Change Max. Pressure Limit | Max. Pressure Limit; 1200.00
bar

4 |6.00 min Change Solvent Composition |Solvent compaosition A: 70.00
% B:30.00%

5 |6.00 min Change Flow Flow: 0.5 mL/min

6 |6.00 min Change Max. Pressure Limit | Max. Pressure Limit; 1200.00
bar

7 1950 min Change Solvent Composition |Solvent compaosition A: 20.00
% B:80.00%

B |[9.50 min Change Flow Flow: 0.5 mL/min

9 19.50 min Change Max. Pressure Limit | Max. Pressure Limit; 1200.00
bar

10 {10.00 min Change Solvent Composition |Solvent composition A: 1.00 %
B:99.00 %

11 |10.00 min Change Flow Flow: 0.5 mL/min

12 110.00 min Change Max. Pressure Limit | Max. Pressure Limit; 1200.00
bar

13 |11.80 min Change Solvent Composition |Solvent composition A: 1.00 %
B:99.00 %

14 [11.80 min Change Flow Flow: 0.5 mLfmin

15 |11.80 min Change Max. Pressure Limit | Max. Pressure Limit; 1200.00
bar

16 [12.00 min Change Solvent Composition |S5olvent composition A:
100.00 % B:0.00 %

17 |12.00 min Change Flow Flow: 0.5 mL/min

18 |12.00 min Change Max. Pressure Limit | Max. Pressure Limit: 1200.00
bar

19 |15.00 min Change Solvent Composition | Solvent compaosition A
100.00 % B:0.00 %

20 115.00 min Change Flow Flow: 0.5 mL{fmin

21 |15.00 min Change Max. Pressure Limit Max. Pressure Limit; 1200.00
bar

Anexo. Figura 1. Gradiente programado para la fase movil en el analisis de espectrometria de masas de células de B.

cordata.
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Sers |

Data collection | Peak detection | MS2Dec | Identification | Adduct | Alignment | Isotope tracking |

Data collection parameters
Retention time begin: 0.5
Retention time end: 125
Mass range begin: 50
Mass range end: 1200
Centroid parameters
MS1 tolerance: 0.01
MS2 tolerance: 0.05

min

min

[¥] Together with Alignment

[ Finish || Cancel |

Anexo. Figura 2. Parametros empleados para la coleccién de datos con MS-Dial durante el procesamiento de datos

de espectrometria de masas de células de B. cordata.

Data collection | Peak detection | MS2Dec | Identification | Adduct | Alignment | Isotope tracking |

Peak detection parameters
Smoothing method: [Lineu ighted moving g v]
Smoothing level: 2
Minimum peak width: 5
Minimum peak height: 10000
Peak spotting parameters
Mass slice width: 01

scan
scan

amplitude

Da

Exclusion mass list: Accurate mass [Da] Mass tolerance [Da)
1210514 0.01 5
922,001 001
[¥] Together with Alignment [ Finish l ’ Cancel ]

Anexo. Figura 3. Parametros empleados para la deteccion de picos con MS-Dial durante el procesamiento de datos

de espectrometria de masas de células de B. cordata.
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— e

| Data collection | Peak detection | MS2Dec | Identification | Adduct | Alignment | Isotope tracking |
Deconvolution parameters
| |
Sigma window value: p1
Purification parameters
MS/MS abundance cut off: 0 amplitude

Anexo. Figura 4. Parametros empleados para la deconvolucién MS2 con MS-Dial durante el procesamiento de datos
de espectrometria de masas de células de B. cordata.

A |  E== =T ECR ™
| Data collection | Peak detection | MS2Dec | Identification | Adduct | Alignment | Isotope tracking |

MSP file and MS/MS identification setting

MSP file:  YAMSMS library\MS-DIAL\072215_version\WineDB_pos_072215.msp | Select I

Retention time tolerance: 05 min
Accurate mass tolerance (MS1): 001 Da
Accurate mass tolerance (MS2): 005 Da
Identification score cut off: 80 %
Use retention information for scoring: ¥

Text file and post identification (retention time and accurate mass based) setting

Textfile: || | Select I

Retention time tolerance: 01 min
Accurate mass tolerance: 001 Da
Identification score cut off: 85 %

| Advanced library search option |

[¥] Together with Alignment [ Finish J[ Cancel ]

Anexo. Figura 5. Parametros empleados para la identificacién de picos con MS-Dial durante el procesamiento de
datos de espectrometria de masas de células de B. cordata.
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Data collection | Peak detection | MS2Dec | Identification | Adduct | Alignment | Isotope tracking |

s o stig
Molecular species Charge Accurate mass [Da] Included

[M+H]+ 1 1.00782503207 i -
[M+NH4]+ 1 18.03437413 v
[M+Na]+ 1 22.9897692809 v
[M+CH30H=H]+ 1 33.03403978207 I
IM+K]+ 1 3806370668 [&] :
[M+Li]« 1 7.01600455 ]
[M+ACH +H]+ 1 42.03437413207 i
[M+H-H20)+ 1 -17.00273954793 ]
[M+H-2H20]+ 1 -35.01330432793 ] g
[M+2Na-H]+ 1 4497171352973 I
[M+lsoProp+H]+ 1 §1.06533991207 ]
[M+ACN+Na]+ 1 540163183809 ]
[M+2K-H]+ 1 7691958832793 £
[M+DMSO+H)+ 1 79.02176103207 ]
[M+ZACN+H]+ 1 B83.06092323207 ]
[M+IsoProp+Na+H]+ 1 84.05510919297 =
[2M=H]+ 1 1.00782503207 ]
[2M + NH4]+ 1 1803437413 ) -

[¥] Together with Alignment | Finish || Concel |

Anexo. Figura 6. Parametros empleados para la deteccién de aductos con MS-Dial durante el procesamiento de datos

de espectrometria de masas de células de B. cordata.

Alignment parometers setting
Result name: jalignmentResult_2017_12_21 15 24 3.
Reference file: ’FemandwOO3_posRP_AIP,005 v]
Retention time tolerance: 01 min
MS1 tolerance: 0025 Dpa
Retention time factor: 05 (0-1)
MS1 factor: 05 (0-1)
Peak count filter: 30 %
N% detected in at least one group: 0 %
Detected in all QCs 0

Load [¥] Together with Alignment

| Finish || Concel |

Anexo. Figura 7. Parametros empleados para la alineacién de picos con MS-Dial durante el procesamiento de datos

de espectrometria de masas de células de B. cordata.
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Anexo. Figura 8. Efecto de la adicién del inhibidor benserazida (1.0 mM) después de 3, 6, 9 y 12 horas sobre a.
produccion de biomasa y b. produccién de verbascésido en la linea restablecida en suspension de B. cordata al
adicionar el compuesto al t15 de cultivo. Los resultados son la media de tres réplicas + DS. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas P< 0.05 en comparacidon con el control (lineas negras).
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Anexo. Figura 9. Secuencia de nucledtidos de un fragmento de la isoforma 1 del gen pal de Buddleja cordata.
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Anexo. Figura 10. Secuencia de nucleétidos de un fragmento de la isoforma 2 del gen pal de Buddleja cordata.
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Anexo. Figura 11. Secuencia de nucleétidos de un fragmento de la isoforma 3 del gen pal de Buddleja cordata.
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ética de los fenilpropanoides mapa 00940 en KEGG (https://www.kegg.jp/kegg-

bin/show_pathway?map00940). Los puntos verdes representan los compuestos putativos identificados en muestras

Anexo. Figura 12. Ruta biosint
celulares de B. cordata.
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Anexo. Figura 13. Biosintesis de flavonoides, flavonas y flavonoles. Figura estructurada con datos de KEGG sobre
biosintesis de flavonoides (https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?ath00941) y flavonas y flavonoles

(https://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale

Acacetin).
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Anexo. Figura 14. Biosintesis de indol-alcaloides. Figura estructurada con datos de KEGG sobre biosintesis de indol-
alcaloides (https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+map00901) y Tetali et al, 2019.
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Anexo. Figura 15. Principales precursores de diversos alcaloides, benzilisoquinolina y tocoferoles.
* Figura estructurada con datos de Facchiniy De Luca (1994) y Araji et al,, (2014)
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Anexo. Figura 16. Biosintesis de terpenoides, esteroles, giberelinas, ubiquinonas, clorofilas, carotenoides y

tocoferoles. Imagen modificada de Tetali et al,, 2019.
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