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RESUMEN

RESUMEN

La investigacion en plantas medicinales se ha incrementado en los Gltimos afios debido a que
maés del 80% de la poblacion mundial depende principalmente de la medicina a base de plantas,
ademas de que es una fuente importante para la busqueda de moléculas bioactivas novedosas.
Uno de los principales problemas que presentan las plantas medicinales son los bajos
rendimientos, y fluctuaciones en la produccion de metabolitos secundarios, por ello se han
buscado estrategias para aumentar dicha produccidn. El cultivo de raices transformadas es una
herramienta que nos permite la produccion de metabolitos secundarios de forma estandarizada
gue en ocasiones es mayor al de la planta silvestre. Aunado a esto, el uso de elicitores como el
metil jasmonato (MeJa), y las modificaciones en el medio de cultivo (nitratos, fosfatos y la
fuente de sacarosa), son estrategias que han sido estudiadas en diferentes especies ofreciendo
resultados positivos en el incremento de compuestos bioactivos.

En esta investigacion, se obtuvieron cultivos 15 lineas de raices transformadas de Lepechinia
caulescens con una respuesta de transformacion del 75% al utilizar la cepa ATCC 15834 de
Agrobacterium rhizogenes en explantes de hoja de plantulas germinadas in vitro. Las 15 lineas
fueron productoras de acido ursélico (AU) y oleandlico (AO), dos de las quince lineas (L1 y
L5) fueron seleccionadas para realizar los experimentos de elicitacion y modificaciones de
nitratos, fosfatos y sacarosa en el medio de cultivo. 45 g/L de sacarosa fue la concentracion en
la que se observaron mejores resultados en la produccion de biomasa y acumulacion de los
compuestos de interés. La modificacion de NOs y PO+ en el medio de cultivo no causaron un
efecto positivo en la produccion de biomasa y acumulacion de AU y AO en los cultivos de
raices transformadas. En los tratamientos de elicitacion con MeJa, el mayor rendimiento de AU
en L1 se obtuvo con 300 uM de MeJa y un tiempo de exposicion de 24 h (0.201 mg/g de peso
seco); para L5, 300 uM de MelJa durante 24 h fue el mejor tratamiento con 0.22 mg/g de peso
seco. El rendimiento de AO para L1 fue de 0.22 mg/g de peso seco en el tratamiento control de
72 h, mientras que para L5 fue de 0.24 mg/g de peso seco elicitando los cultivos por 24 h con
una concentracion de 300 UM de MeJa. Con respecto a la acumulacién de acido rosmarinico,
la mayor acumulacién para L1 fue al elicitar los cultivos por 24 h con una concentracion de 100
UM de MeJa obteniéndose un rendimiento de 85.48 + 1.32 mg/g de peso seco. Para L5 la
acumulacién de AR fue de 60.27 + 0.88 mg/g de peso seco en el tratamiento elicitado por 24 h

con una concentracion de 200 UM de MeJa.



ABSTRACT

ABSTRACT
Research in medicinal plants has increased in the last few years due to more than 80% of world"s
population relies on herbal medicine, also becouse is one of the main soruce for the descovery
of new bioactive compounds. One of the main problems that medicinal plants present is low
yields and fluctuations in the production of secondary metabolites. For this reason, strategies
have been searched to increase their production. The transformed roots cultures are a tool that
allows us a higher secondary metabolites standardized production than in the wild plant. In
addition, the use of elicitors such as methyl jasmonate (MeJa) and modifications in the culture
medium (nitrates, phosphates, and the source of sucrose) are strategies that have been studied

in different species and offer positive results for the increase of bioactive compounds.

In this research, transformed roots cultures of Lepechinia caulescens were obtained with a
transformation response of 75% using Agrobacterium rhizogenes strain ATCC 15834 in vitro
germinated seedling leaf explants. The 15 lines were producers of ursolic (AU) and oleanolic
(AO) acid, two of the fifteen lines (L1 and L5) were selected to carry out the experiments of
elicitation and modifications of nitrates, phosphates and sucrose in the culture medium. 45 g/L
of sucrose was the concentration in which the best results were observed in biomass production
and accumulation of the compounds of interest. The modification of NOs™ and POs* in the
culture medium did not cause a positive effect on biomass production and accumulation of UA
and AO in the transformed roots cultures. In the elicitation treatments with MeJa, the highest
yield of UA in L1 was obtained with 300 uM of MeJa with an exposure time of 24 h (0.201 +
0.00 mg/g dry weight); for L5, 300 uM of MeJa during 24 h was the best treatment with 0.22 +
0.00 mg/g of dry weight. The AO yield for L1 was 0.22 = 0.00 mg/g of dry weight in the 72 h
control treatment, while in L5 it was 0.24 + 0.00 mg/g of dry weight, eliciting the cultures for
24 h with a concentration of 300 uM of MelJa. Regarding the accumulation of rosmarinic acid
(RA), the highest accumulation for L1 was recorded when the cultures were elicited for 24 h
with 100 uM MelJa, obtaining a yield of 85.48 + 1.32 mg/g of dry weight. For L5, the
accumulation of AR was 60.27 £+ 0.88 mg/g of dry weight in the treatment elicited for 24 h with
200 uM MelJa.



INTRODUCCION

I.  INTRODUCCION

La demanda de metabolitos secundarios (Msec) derivados de plantas ha aumentado en todo el
mundo. En Medio Oriente, América Latina, Africa y Asia mas del 85% de la poblacion emplea
la medicina tradicional, especialmente, medicamentos elaborados a base de plantas. En la Union
Europea, aproximadamente 100 millones de personas, recurren al uso de esta medicina
tradicional. Las investigaciones en plantas medicinales cada vez son mayores; algunas especies
que se consideran venenosas actualmente han sido bastante estudiadas debido a los compuestos
que producen y laimportancia farmacoldgica que tienen. Los terpenos junto con los compuestos
fenolicos son considerados dentro de los grupos de Msec de mayor importancia de entre los
100, 000 de compuestos reportados para el reino vegetal.

Uno de los problemas a los que se enfrenta la produccion de Msec son los bajos rendimientos
en algunas especies medicinales, su sistema de cultivo y la presencia de estructuras quimicas
tan complejas que es dificil realizar una sintesis quimica 100% eficiente, por lo que se han
buscado estrategias biotecnologicas en las cuales se pueden obtener rendimientos superiores a
los de la planta silvestre, asi como una acumulacion de Msec en cualquier época del afio de
forma constante sin estar a expensas de las condiciones ambientales como sucede de manera
natural.

El cultivo de raices transformadas provee varias ventajas como ciclos cortos de crecimiento,
procesos estandarizados de produccién, asi como de una calidad de extractos controlable,
ademas de poder escalar su cultivo a biorreactores para tener una produccion mayor.
Lepechinia caulescens es una planta medicinal distribuida en gran parte de Meéxico, usada de
manera tradicional para contrarrestar infecciones gastrointestinales, en el tratamiento de la
dismenorrea, hipertension, diabetes, vomito y diarrea. Dentro de los compuestos identificados
en esta planta, encontramos los &cidos ursélico, oleandélico y rosmarinico, los dos primeros ya
registrados en cultivo de callos de esta misma especie.

En el presente trabajo, utilizamos la modificacion de nutrientes en el medio de cultivo,
especificamente los nitratos y fosfatos, la concentracidn de sacarosa en el medio de cultivo y la
aplicacion de metil jasmonato en diferentes concentraciones y tiempos de exposicion, todo esto

con la finalidad de incremental la produccion de los compuestos de interes.
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Il.  ANTECEDENTES
11.1 Plantas medicinales, una fuente importante de metabolitos secundarios

Todos los organismos a través de vias metabolicas necesitan transformar e interconvertir una
gran cantidad de compuestos orgénicos que le permitiran, vivir, crecer y reproducirse; todo esto
lo realizan a través de una red integrada de enzimas especificas y reacciones quimicas

cuidadosamente reguladas dentro de diversas rutas metabolicas (Dewik, 2002).

Las plantas al igual que otros organismos sésiles poseen caracteristicas especiales para
defenderse y protegerse tanto de las condiciones ambientales como del ataque de patégenos, ya
que ellas no pueden huir ni tampoco poseen un sistema inmunoldgico para combatir patdgenos,
por lo que éstas deben sintetizar una enorme variedad de compuestos, llamados Msec (Wink,
2010).

La biosintesis de Msec comienza en vias metabodlicas basicas como la glucdlisis o del &cido
shikimico, diversificandose posteriormente en gran medida segun el tipo de célula, tejido u

organo, la etapa de desarrollo y las condiciones ambientales (Broun et al. 2006; Patra, et al.

2013), Estas ultimas influyen en la produccion y acumulacion de Msec durante el crecimiento
y desarrollo, ya que, la planta debera realizar cambios en su morfologia, anatomia y funciones
fisioldgicas para responder a los factores bidticos y abidticos, y asi lograr su supervivencia y

reproduccion (Ma y Zhang, 2010).

Aproximadamente 100,000 Msec estan presentes en el reino vegetal limitados a grupos

taxonodmicos especificos (Fang, et al. 2011). Existen tres grupos principales de metabolitos

secundarios, terpenos, compuestos fenolicos y compuestos que contienen nitrogeno y azufre
(Fig.1).
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Figura 1. Clasificacion de metabolitos secundarios vegetales. Los compuestos ente paréntesis
son ejemplos de cada subgrupo, tomado y modificado de Jamwal, et al. 2018.

Los Msec tienen una distribucion mucho mas delimitada que los metabolitos primarios en todo
el reino vegetal, es decir, con frecuencia se encuentran sélo en una especie de planta o en un

grupo de especies relacionadas taxondmicamente (Jamwal, et al. 2018). Algunos Msec de las

plantas son constitutivos y, estan presentes en sus formas bioldgicamente activas en plantas
sanas. Otros son precursores inactivos y se activan en respuesta a algun dafio en el tejido o al
ataque de fitopatégenos. En el diccionario de productos naturales se encuentran registrados
33,000 compuestos terpenoides, 16,000 alcaloides y 8,182 flavonoides (Jain, et al. 2019).

Hablaremos enseguida de las caracteristicas de cada grupo de compuestos.
11.1.1 Terpenos.

Los terpenos son considerados como el grupo de Msec vegetales mas importantes y
ampliamente distribuidos en varias especies de plantas a nivel mundial. Quimicamente, los

terpenos son hidrocarburos insaturados disponibles principalmente en resinas y aceites
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esenciales. Este grupo de Msec, generalmente se compone de unidades de isopreno que se
producen a partir de acetyl-CoA a través de la via del acido mevalénico (MVA) (Velu, et al.

2018). Los diferentes tipos de terpenos (Fig. 1) producidos por las plantas, son usados en la
defensa como toxinas y restriccion de alimentacion contra una gran cantidad de insectos y
mamiferos que utilizan las plantas como alimento. Estos compuestos, también son importantes
en la dieta humana, ayudando a la prevencion y tratamiento contra varias enfermedades, entre

ellas el cancer (Jamwal, et al. 2018); ademas de sus aplicaciones en perfumeria y productos

cosméticos (Pavlov y Bley 2018).

La via biosintética de los terpenos se puede describir en cuatro etapas:

La primera implica la formacion de isopentenil pirofosfato (IPP), la unidad bioldgica de
isopreno (C5). Las plantas sintetizan IPP y su isdmero alilico, dimetil alil difosfato (DMAPP),
por una de las dos vias: la conocida MVA o la via del Metileritritol fosfato (MEP). En la segunda
etapa, las unidades C5 béasicas se condensan para generar tres difosfatos de prenilo méas grandes,
Geranil difosfato (GPP, C10), Farnesil difosfato (FPP, C15) y Geranilgeranil difosfato (GGPP,
C20). En laterceraetapa, los difosfatos C10-C20 se someten a una amplia gama de ciclizaciones
y reordenamientos para producir los esqueletos de carbono parentales de cada clase de terpenos.
GPP se convierte en monoterpenos, FPP se convierte en sesquiterpenos y GGPP se convierte en
diterpenos. FPP y GGPP también se pueden dimerizar en forma directa para formar los
precursores de los Tri y Tetraterpenos, C30 y C40, respectivamente. La cuarta y Ultima etapa
abarca una variedad de oxidaciones, reducciones, isomerizaciones, conjugaciones y otras
transformaciones mediante las cuales los esqueletos parentales de cada clase de terpenos se

convierten en miles de metabolitos terpénicos distintos (Ashour, et al. 2018, Fig. 2).
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Figura 2. Sintesis de terpenos y su clasificacion de acuerdo a las unidades de isopreno.

Los monoterpenos importantes incluyen mentol, eugenol y alcanfor que, segln se informa,
tienen muy buenas propiedades antioxidantes. Las resinas y el taxol son del grupo de los
diterpenos que tienen actividad anticancerigena. Los triterpenos incluyen glucésidos cardiacos
como el acido ursolico, y esteroides los cuales tienen actividad citotdxica, sedante y
antiinflamatoria (Martinez et al. 2008).

Los recientes avances en la investigacion fitoquimica sobre terpenos han demostrado

importantes actividades farmacoldgicas de las moléculas de este grupo para el tratamiento y
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manejo de enfermedades (Velu, 2018). De los triterpenos méas estudiados encontramos a los

triterpenos tetraciclicos, como los cicloartanos, damaranos, eufanos y protostanos, también los
triperpenos pentaciclicos, entre ellos, los gamaceranos, hopanos, lupanos, oleanos y ursanos

(Shanmugam, et al. 2014). El &cido oleandlico (AO) y el acido ursélico (AU), pertenecen a estos

dos ultimos grupos de compuestos.

11.1.2 Acido ursélico y 4cido oleandlico, triterpenos de importancia farmacoldgica

Los triterpenos, son un grupo de compuestos altamente distribuidos en la naturaleza y
abundantes en plantas medicinales, especialmente en hojas, corteza, frutos y semillas (Phillips,
etal. 2016 y Laszczyk, 2009). De acuerdo con el nimero de unidades de isopreno, los triterpenos

pueden ser aciclicos, mono, bi, tri, tetra y pentaciclicos. Los triterpenos pentaciclicos tienen seis
unidades de isopreno con una formula basica de CsoHas. Se sintetizan en plantas a partir de una
ciclizacion del escualeno, via el intermediario, 2,3 6xido escualeno; el cual es considerado un
compuesto comun para todos los acidos triterpénicos (Fig. 3), y los productos dependen de la
ciclasa especifica. La B-amirina sintasa (también denominada B-amirina—ciclasa), se encarga de
formar la B-amirina, la cual por oxidacion del grupo metilo en el carbono 17 es convertida a

acido oleandlico (Dewick, 2009); mientras que la a-amirina sintasa, es la enzima encarga de

producir a-amirina, precursor del AU (Misra, et al. 2014).
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Figura 3. Via de biosintesis de AU y AO propuesta por Huang, et al. 2012 en Catharanthus
roseus. Las enzimas CrAS y CrAO corresponde a C. roseus mezcla de amirina sintasa y C.
roseus amirina C-28 oxidase respectivamente.
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El AU (Acido 3 B-hidroxi-urs-12-en-28-oico; Fig. 4a) y AO (Acido 3 B-hidroxioleano-12-en-

28-oico; Fig. 4b) son triterpenos pentaciclicos pertenecientes a la familia de los cicloescualenos.

Figura 4. Estructuras quimicas de los triterpenos pentaciclicos a) &cido ursolico y b) acido
oleandlico

El AU y AO se encuentran en varias especies de plantas medicinales, incluyendo L. caulescens
(Vergara, etal. 2017). Este compuesto ha sido estudiado y se han comprobado varias actividades

bioldgicas como antiinflamatoria (Zerin, et al. 2016), antioxidante (Bacanli, et al. 2017),

hepatoprotectora (Gutiérrez-Rebolledo, et al. 2016), tripanocida (Eloy, et al. 2015),

nefroprotectora (Ding, et al. 2015), cardioprotectora (Senthil, et al. 2007), antidiabética
(GuzmanAvila, et al. 2018), y antiviral (Khwaza, et al. 2018).

El AO abundante en el olivo (Olea europea) de ahi su nombre, ha sido detectado en méas de
1600 especies de plantas, la mayoria de ellas consideradas como plantas medicinales, entre ellas
Arctostaphyllos uva-ursi, Calluna vulgaris, Crataeva nurvala, Sambucus chinensis, y Solanum
incanum. EI AO se encuentra en la naturaleza, al igual que su isémero, el AU en forma de &cido
libre 0 como aglicona de saponinas terpénicas, ademas de glicésidos con uno 0 mas azUcares.

Uno de los problemas que presentan estos compuestos al igual que muchos en la naturaleza, es
su baja produccion y en la gran mayoria de las veces depende de las condiciones ambientales
en que la planta se desarrolle, debido a esto se han propuesto alternativas como lo es el cultivo

de tejidos vegetales, en las cuales se puede mantener una produccion estable y en algunas
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ocasiones superior a las reportadas en las plantas silvestres. A continuacion, en la tabla 1 se

muestran algunos reportes del contenido de AU y AO en plantas medicinales y cultivos in vitro.

Tabla 1. Produccion de AU y AO en distintos cultivos y especies medicinales.

Especie Tipo de cultivo AU mg/g AO mg/g Referencia
peso seco  peso seco
Uncaria Células en 0.55 Feria-Romero, et al.
tomentosa suspension 2005
Salvia officinalis  Planta silvestre 38.3 15.6 Janicsak, et al. 2006
Salvia fruticosa  Planta silvestre 22.5 7.5 Kummritz, et al. 2014
31.1 10.8 Kummritz, et al. 2014
Salvia virgata Planta silvestre 35 2.9 Janicsék, et al. 2006
27.5 55 Kummritz, et al. 2014
Salvia officinalis ~ Células en 1.53 1.64 Hass, et al. 2014
suspension
Olea europea Hojas 2.0 29.2 Guinda, et al. 2010
“Arbequina”
Olea europea Hojas 2.2 36.6 Guinda, et al. 2010
“Hojiblanca”
Ocimum sanctum Hojas 11.21 Vetal, et al. 2012
Morinda Hojas 0.082 Coral, 2013
panamensis
Lepechinia Hojas 16.58 3.89 Vergara et al. 2017
caulescens

11.2 Acido rosmarinico, una molécula de importancia bioldgica

Los compuestos fendlicos (flavonoides y fenilpropanoides) junto con los compuestos que

contienen nitrégeno (glucdsidos cianogénicos, alcaloides y glucosinolatos) y los terpenos
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(isoprenos), son considerados como los tres grupos mayores de Msec, de entre los 100,000 de
compuestos presentes en el reino vegetal (Li, et al. 2020). Los compuestos fendlicos son

producidos en respuesta como defensa de las pantas a las condiciones ambientales. Los acidos
fenolicos como acido rosmarinico (AR), &cido clorogénico, acido cafeico, acido litospérmico y

acido cindmico son producidos a través de la via de los fenilpropanoides (Hao, et al. 2016, Fig.

5

Acido 2-O-(4-coumaroil)-3-(-4-hidroxifenil)-lacti

CO,H CO,H CO,H
-
NH2 PAL Acido 4-coumarico

Fenilalanina Acido cinamico

3H and 3'H and/or 3/3'H

HO
OH
Acido rosmarinico /@/d\
' CO,t
/(j/\’/cozl-l CO,H COH
R ——

NH, m HPR m RS

HO = TAT o HO

Tirosina Acido 4-hidroxifenil-piravico Acido 3-(4-hidroxifenil)-lactico

HO.
o
HO E “COH

Acido 2-O-(4-coumaroil)-3-(-4-hidroxifenil)-la

Figura 5. Ruta biosintética propuesta para la formacion del acido rosmarinico PAL:
Fenilalanina-amonio-liasa; C4H: Cinamico-4-hidroxilasa; 4CL: 4-coumarico-CoA-ligasa;
TAT: Tirosina-aminotransferasa; HPR: Hidroxifenilpiruvato-reductasa, 3-H, 30-H 3- y 30-
hidroxilasa (tomada y modificada de Geller, et al. 2010).

La desaminacion de fenilalanina por la enzima fenil amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés),
genera &cido cinamico, el cual es convertido por la 4-hidroxilasa y p-cumarato 3-hidroxilasa en
acido cafeico como un intermediario importante de la via de fenilpropanoides. La
transformacion de tirosina a acido 4-hidroxifenil lactico es catalizado por las enzimas de la via
derivada de tirosina, la tirosina aminotransferasa (TAT) y 4-hidroxifenil piruvato reductasa
(HPPR). En el siguiente paso, el 4-cumaroil-CoA y el acido 4-hidroxifenil lactico son los

productos resultantes de la enzima &cido rosmarinico sintasa (RAS), los cuales se conjuntan en
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las dos vias de sintesis de AR, la via de los fenilpropanoides y la derivada de tirosina. La sintesis
del AR es finalizada por la actividad de las enzimas 3-hidroxicinnamoil (3-H) y 3’
hidroxicinnamoil (3’-H) hidroxilasas (Fig. 5) (Kanatt, et al. 2007; Bimakr, et al. 2011; Bayan y
Kisek 2018; Petersen, et al. 2009).

El AR (Fig. 6) es un éster del &cido cafeico y del acido 3, 4-dihidroxifenil lactico. Se ha
descubierto en especies de la familia Boraginaceae y subfamilia Nepetoideae de la familia
Lamiaceae (Petersen and Simmonds, 2003). Se aislo e identific por primera vez por dos
quimicos italianos, Scarpati y Oriente en 1958 a partir de Rosmarinus officinalis (Petersen,
2013).

HO

OH

Figura 6. Estructura quimica del &cido rosmarinico.

La presencia de AR en plantas medicinales, hierbas y especias se ha asociado con efectos
beneficiosos y promotores de la salud. En las plantas, la funcion del AR es la de actuar como un
compuesto de defensa acumulado y en los seres humanos tiene una serie de actividades
bioldgicas como antivirales, antibacterianas, antiinflamatorias, anti mutagénicas y
antioxidantes. EI AR tiene una toxicidad muy baja y se elimina rapidamente de la circulacion
sanguinea después de la administracién intravenosa (Petersen y Simmonds, 2003; Elufioye y
Habtemariam, 2019).

Debido a sus importantes actividades biologicas, el AR, ha sido motivo de investigaciones

biotecnologicas en las cuales el principal objetivo es el de encontrar sistemas de produccion de
dicho metabolito; en las plantas, el AR puede encontrarse en todos los 6rganos y en diferentes

cultivos in vitro (brotes, raices adventicias, raices transformadas, callos y células en suspension)
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que en algunas ocasiones se encuentra en mayores cantidades que en las especies silvestres

(Petersen, 2013). En la tabla 2, se muestran algunos ejemplos de la produccion de AR en

diferentes especies y cultivos.

Tabla 2. Produccion de AR en diferentes especies y tipos de cultivo in vitro.

Especie Tipodecultivo AR mg/g Referencia
peso seco
Ocimum basilicum Raices 40.5 Biswas, 2020
adventicias
Salvia viridis L. Brotes 24-11.5 Grzegorczyk-
Karolak, et al. 2019
Agastache rugose Callos 115 Xu, et al. 2008
Salvia viridis Raices 35.8 Grzeqgorczyk-Karolak
transformadas et al. 2018
Dracocephalum forrestii Raices 19.97 Weremczuk-Jezyna,
P transformadas et al. 2016
) .. } Raices 44.02 Li, et al. 2020
Salvia przewalskii Maxim.
transformadas
Salvia officinalis Células en 1.53 Hass, et al. 2014
suspension
Ocimum basilicum Células en 10 Kintzios, et al. 2003
suspension
Salvia miltiorrhiza Raices 15 Xing, et al. 2018
transformadas
Salvia wagneriana Polak Raices 0.213 Ruffoni et al. 2016
transformadas
Agastache Raices 116 Lee, et al. 2008
transformadas

rugosa Kuntze
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Mentha spicata Raices 0.55 Yousefian, et al. 2020
transformadas

De acuerdo con las actividades reportadas, el AR puede tener un gran potencial para mejorar la
salud humana, mejorar el rendimiento cognitivo, previniendo el desarrollo de la enfermedad del
Alzheimer, los efectos cardioprotectores, reduccion en la gravedad de enfermedades renales y
la quimio prevencion del cancer. El conocimiento més preciso del AR podria contribuir a su uso
apropiado para curar y prevenir una amplia gama de problemas de salud (Ferreira, et al. 2103;
Trocsanyi, et al. 2020).

Como hemos observado, la produccion de Msec de plantas medicinales es muy importante, de
ahi la importancia de buscar nuevas alternativas de produccion utilizando herramientas
biotecnoldgicas, como lo es el caso del cultivo de raices transformadas por Agrobacterium

rhizhogenes.

11.3 Raices transformadas, un sistema para la produccién de metabolitos secundarios

La enfermedad denominada “hairy roots” en plantas superiores, es consecuencia de la infeccion
producida en la célula vegetal por Agrobacterium rhizogenes, una bacteria Gram-negativa del
suelo perteneciente a la familia Rhizobeaceae. Un fragmento de DNA de la bacteria,
denominado T-DNA es transferido al genoma de la planta. Este T-DNA contenido en el

plasmido denominado root-inducing (Ri) es el causante de la infeccion (Rawat, et al. 2019).

Los genes presentes en el T-DNA del plasmido Ri de A. rhizogenes (Fig. 7) participan en la
conjugacion, iniciacion, transferencia e integracion de T-DNA, y en la biosintesis de opinas.
Dependiendo de la cepa de Agrobacterium, el T-DNA tiene un tamafio entre 10 y 30 kb,
flanqueado por secuencias de 25 pb, altamente homodlogas y repetidas, necesarias para la
transferencia del T-DNA (Bulgakov, 2008).

Las cepas de Agrobacterium, en su gran mayoria contienen un solo T-DNA, sin embargo,
algunas contienen dos T-DNA independientes (como los que tienen plasmido Ri de tipo
agropina), denominados TL-DNA y TR-DNA. El TR-DNA es altamente homdlogo con el T-

DNA del plasmido Ti de A. tumefaciens, mientras que el TL-DNA es notablemente diferente
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siendo este homologo con el T-DNA trasportado por el plasmido Ri de la cepa de A. rhizogenes
del tipo manopina. Ambos T-DNA se transfieren e integran de manera independiente en el
genoma de la planta huésped, siendo esencial la transferencia del TL-DNA para la induccién
del sindrome de raiz pilosa, mientras que la transferencia del TR-DNA no provoca formacién

de raices a partir de cultivos transformados (Georgiev, et al. 2007).

La region TL-DNA estd compuesta por cuatro genes rol (“root loci”), llamados normalmente
rolA, rolB, rolC y rolD, los cuales estan involucrados directamente en la induccion del fenotipo
de raices pilosas. De este conjunto de loci, el gen rolB es de gran importancia en la
diferenciacion de las células transformadas, asi como en la induccién de raices pilosas por la
hidrolisis de las auxinas conjugadas resultando en niveles altos intracelulares de acido indol-3-
acético. La contribucion del gen rolA es en el desarrollo y la morfologia de la raiz. rolC es
responsable de la reduccion y acortamiento de la dominancia apical, y el gen rolD, del cual no
se tiene evidencia de algun efecto sobre el metabolismo secundario, participa en el crecimiento

de las raices pilosas, asi como en la floracion de plantas transformadas (Rawat, et al. 2019). En

general, todos estos oncogenes (rolA, rolB, rolC y rolD) ya sea solos 0 en combinacién, estan
implicados en el crecimiento, desarrollo y metabolismo secundario de raices pilosas y plantas

transformadas (Bulgakov, 2008).
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Figura 7. Representacion esquemaética del plasmido Ri de A. rhizogenes (modificado de
Chandra, 2012). Bl: Borde izquierdo; TL: DNA de transferencia izquierdo A, B, Cy D:
genesrol A, B, Cy D respectivamente; 1: masl” y 2: mas2 genes responsables de la sintesis
de manopinas; 3: ags gen responsable de la sintesis de agropina; 4: iaaH y 5: iaaM genes
responsables de la sintesis de auxinas; TR: DNA de transferencia derecho BD: Borde
derecho.

El cultivo de raices transformadas es considerado un sistema de produccion de Msec estable,
sin embargo, existen estudios en los que se indica que la insercion de todos o alguno de los
genes rol repercute en la produccion de metabolitos secundarios, asi como en el fenotipo del
cultivo de raices transformadas. En raices transformadas de tabaco obtenidas con la cepa A4 de
A. rhizogenes, Moyano y colaboradores (1999) obtuvieron dos morfologias diferentes de raices,

la primera fue un cultivo tipico de raices pilosas con una alta capacidad de produccion de
alcaloides, y la segunda fueron unas raices parecidas a callos con un rapido crecimiento y baja
produccion de alcaloides. En las raices con formacion de callo fue localizado el gen auxl
localizado en el TR-DNA de A. rhizogenes, mientras que en las raices con crecimiento tipico

dicho gen solo se detectd en un 25-60 % de las raices establecidas. Este estudio demostro el
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papel y laimportancia de los genes aux en la morfologia tipica de las raices transformadas “hairy
roots”. Mallol y colaboradores (2001) también reportaron un estudio en raices transformadas de

Panax ginseng en el cual los genes localizados en el TR-DNA tienen un efecto sobre la

morfologia de la raiz pilosa y en la produccion de metabolitos secundarios.

En general podemos decir que la expresion de los genes rol, asi como el T-DNA insertado en la
planta hospedera causan una alteracion en la morfologia, asi como en el metabolismo secundario

(Chandra, 2012). Los Msec son una clase de moléculas presentes en las plantas que, a pesar de

no ser esenciales para la vida, le proveen un mejor estado fisico, estas moléculas regulan el
equilibrio hormonal, regulan genes y ademas estan involucrados en la defensa contra dafios de

tipo bidtico y abidtico (Mauro, et al. 2017).

Dentro de los problemas que se presentan en las plantas medicinales para la produccion de Msec
son la dificultad del cultivo asi como los bajos rendimientos, ademéas muchas de estas moléculas
presentan estructuras complejas que son dificiles de realizar a través de una sintesis quimica, es
por ello la necesidad de buscar estrategias biotecnolégicas como lo es el cultivo de raices
transformadas, este sistema de cultivo presenta varias ventajas entre ellas ciclos cortos de
crecimiento, procesos estandarizados de produccion asi como de una calidad controlable,
aunado a esto, es posible escalar este cultivo a biorreactores para tener producciones mayores,
tanto de biomasa como de Msec. La tabla 3 nos muestra algunos de los Msec producidos en

cultivo de raices transformadas de plantas medicinales.

Tabla 3. Produccidn de Msec en cultivo de raices transformadas de diferentes especies de plantas
medicinales.

Msec Especie Referencia
Acidos fendlicos Salvia miltiorrhiza Yan, et al. (2006)
Salvia miltiorrhiza Xiao, et al. (2010)
Paclitaxel Taxus x media var. Syklowska-Baranek, et al.
(2009)
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Triterpenos Centella asiatica Kim, et al. (2010)
Catarantina Catharanthus roseus Wang, et al. (2010)
Ginsenosido Panax quinquefolius Mathur, et al. (2010)
Alcaloide benzilisoquinolina ~ Macleaya cordata Huang, et al. (2018)
Estilbeno Nicotiana tabacum Hidalgo, et al. (2017)
Arachis hypogaea Pilaisangsuree, et al. (2018)
Witanolido A, Witanona, Withania somnifera Sivanandhan, et al. (2013)

y Witaferina A

Diterpenos Salvia sclarea Kuzma, et al. (2009)
Acido rosmarinico Coleus blumei Baue,r et al. (2009)
Prunella vulgaris Ru, et al. (2016)

En general, la produccion de Msec en cultivo de raices transformadas esta controlada por la
acumulacion de biomasa y por el rendimiento y contenido de metabolitos. La acumulacion de
biomasa esté influenciada por los pardmetros que controlan el crecimiento y la multiplicacion
de células / érganos cultivados, mientras que el rendimiento y contenido de metabolitos es

controlado por diversos factores que influyen en la biosintesis de Msec (Murthy, et al. 2014).

Existen diversas estrategias que ayudan a incrementar tanto la biomasa como la produccion de
metabolitos, entre ellas se encuentran es el uso de “elicitores”, los cuales causan cierto tipo de

estrés en el cultivo beneficiando con esto el rendimiento de algun metabolito en particular.

11.4 Elicitacion, una estrategia para el incremento de metabolitos secundarios

Una de las limitaciones que presentan los sistemas de cultivos de tejidos vegetales son los bajos
rendimientos de Msec. Se sabe que las funciones principales de los Msec en plantas son

protegerlas de ataques de insectos, herbivoros y patdgenos, asi como también para sobrevivir a
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estreses tanto bidticos como abioticos. Estos principios de defensa de las plantas han servido
como base para desarrollar estrategias para incrementar la produccion de Msec. Dichas
estrategias incluyen tratamiento con varios elicitores, compuestos de sefializacion y estrés
abiotico (Zhao, et al. 2005).

Por tal motivo, el término “elicitacion” es descrito como una de las estrategias para incrementar
la produccion de Msec, lo cual implica la manipulacion de las vias bioquimicas y metabdlicas a
través de la induccion de “estrés”, sirviendo esto como modelo para entender y caracterizar la
funcion de los factores de estrés en cultivos de células y tejidos vegetales (Dérnenburg and
Knorr 1995). La definicion del término “estrés” se refiere a cualquier factor ya sea biotico o
abiotico que modifica tanto positiva o negativamente el funcionamiento, crecimiento o
reproduccion de la planta. Dentro de los factores abidticos tenemos como ejemplos la salinidad,
deficiencia de nutrientes, radiacion excesiva (luz ultravioleta, radiacion solar), sequia,
inundaciones, temperaturas extremas de frio o calor, pH del suelo y contaminantes
antropogénicos. Dentro de los factores bioticos podemos citar como ejemplo la herbivoria
causada por vertebrados e invertebrados herbivoros, asi como también enfermedades causadas
por microbios como hongos, bacterias y virus, y la competencia entre otras especies (Cheynier,
et al. 2013).

Los diferentes tipos de estrés en general provocan estimulos que hacen responder a la planta
activando o regulando una cascada de sefializacion, seguido de la modulacion de la maquinaria
de expresion de genes conduciendo a la sintesis de proteinas de respuesta a estrés o de
compuestos bioactivos de gran importancia. Cuando la membrana de la planta reconoce las
sefiales de estrés, moléculas de sefializacién enddgenas como acido abscisico (ABA), acido
jasmonico (AJ), acido salicilico (AS) y etileno (ET) regulan el sistema de defensa tanto sinérgica

como antagénicamente (Ismail, et al 2011).

Para determinar la eficacia para un buen rendimiento de biomasa y acumulacién de Msec, se
deben seguir varias estrategias y tomar en consideracion varios parametros en un tratamiento de
elicitacion, como el tipo de elicitor, concentraciones, duracion de exposicion, programa de
tratamiento, tipo de cultivo, linea celular, medio composicion, presencia o ausencia de

regulacién del crecimiento, y edad o etapa del cultivo (Halder, et al. 2019).
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Las diferentes opciones que existen de elicitacion han sido usadas en el sistema de cultivo de
celulas y tejidos vegetales, el cual como se ha mencionado, tienen un potencial limitado para
aumentar la produccion de Msec debido a su naturaleza indiferenciada principalmente. De esta
manera, en un sistema de raices transformadas, la produccién de metabolitos secundarios se
puede incrementar a través de la manipulacion en la composicion de los nutrientes en el medio,

la fuente de nitrégeno y el tipo y concentracion de la fuente de carbono (Sivanesan y Murugesan

2008; Mehrotra, et al. 2015). Ademas, existen reportes en los cuales también se emplean

elicitores de tipo biotico y abidtico con el mismo objetivo de incrementar la produccion de
metabolitos de interés, algunos de los mas utilizados son MeJa, AJ, AS, polisacaridos, extractos
de levadura u hongos, metales pesados, entre otros (\Vasanthaiah y Kambiranda, 2011). En el

presente trabajo, utilizamos la modificacion de nutrientes en el medio de cultivo,
especificamente los nitratos y fosfatos, la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo y la
aplicacion de metil jasmonato en diferentes concentraciones y tiempos de exposicion, todo esto
con la finalidad de incremental la produccion de los compuestos de interés.

11.4.1 Metil jasmonato, un elicitor en la produccion de Msec de plantas medicinales

El jasmonato fue identificado y purificado por primera vez en la forma de éster metilico, llamado
metil-jasmonato, esto se logré utilizando flores de Jasmin grandiflorum. En Arabidopsis la
metilacién es catalizada por la acido jasmonico carboxil metiltransferasa con la participacion

del S-adenosil L-metionina (Seo, et al. 2001).

El 4cido jasmdnico y su derivado éster MeJa, son sintetizados a partir del acido linolénico (Fig.

8) (Yendo, et al. 2010). Ambos compuestos actlan como segundos mensajeros en procesos
fisiologicos desencadenando respuestas de defensa (incluida la biosintesis de Msec) contra
ataque de fitopatdégenos y herbivoros, facilitando asi la adaptacion de las plantas a las

condiciones ambientales.

MelJa es una hormona vegetal que funciona como una molécula sefial clave que afecta varias
funciones bioquimicas y fisioldgicas, provocando varios efectos sobre la tolerancia de la planta

tanto a estreses biéticos como abioticos (Takahashi y Hara 2014).
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Figura 8. Sintesis de &cido jasmonico y metil jasmonato a partir del acido linolénico. Tomado
y modificado de Yu, et al. 2019 y Cheong y Choy, 2003.

Como regulador de crecimiento vegetal, el MeJa afecta la germinacion de las semillas, el

crecimiento de las raices, el gravitropismo, la formacion de tricomas, el desarrollo embrionario,
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el desarrollo de la plantula, la formacion de tubérculos, la maduracion de frutos, la senescencia

de la hoja y la acumulacién de compuestos fendlicos (Yu, et al. 2019).

La aplicacion exdgena de MelJa, tiene diferentes efectos, en los que podemos resumir los

siguientes:

* Activa la expresion de genes de defensa, como genes relacionados con patogénesis,

inhibidores de proteinasas y proteinas antifungicas (Zhu y Tian, 2012).

* Afecta los sistemas antioxidantes, como las actividades de las enzimas relacionadas con la

defensa (Hristova y Popova, 2002).

* Induce la acumulacion de compuestos de defensa (como compuestos fendlicos)

* Regula la fotosintesis como el cierre de estomas (Yu, et al. 2019).

Debido a la estimulacién que producen los jasmonatos sobre las células y tejidos, al emular un
estrés bidtico o abiotico, que repercute en alteraciones y modificaciones de las actividades
genéticas y bioquimicas, estos son utilizados tanto en plantas completas como en cultivos in
vitro para incrementar los rendimientos de los Msec. En algunos casos, la aplicacion de elicitores
promueve la biosintesis de Msec no detectados previamente en la planta o en sus cultivos

(Caretto, et al. 2011; Akula y Ravishankar, 2011). En la tabla 4 se presentan algunos estudios

realizados en diferentes cultivos de especies medicinales, en los cuales es empleado el MeJa

para incrementar la acumulacion de metabolitos secundarios de valor farmacéutico.

Tabla 4. Produccion de Msec en diferentes especies y cultivos in vitro elicitados con MeJa.

Msec Especie Concentracion de MeJa Cultivo Referencia

usado p/elicitar

Tanshinonas Salvia miltiorrhiza 100 uM Raices Liang et al. 2012
transformadas

Contenido  total  Artemisia absinthium 1.0 mg/l Células en Pérez-Hernandez, et

de fendlicos suspension  al. 2019

flavonoides
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Ginsenosidos

Acido betulinico

Ac. rosmarinico

Triptolido

Dopamina

Alcaloides de

morfina

Saponinas

AUy AO

Panax ginseng

Ocimum basilicum,
Ocimum
kilimandscharicum,
Ocimum sanctum,

Ocimum grattisimum

Eryngium planum L

Tripterygium

wilfordii

Portulaca oleracea

Papaver orientale

Eryngium planum L

Ocimum basilicum

10 uM

200 pM

100 M

50 uM

100 mM

100 uM

100 puM

2500 uM

Raices

transformadas

Callos

Callos

Raices

transformadas

Raices

transformadas

Raices

transformadas

Plantulas y

callos

Plantas

completas
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Choil, et al. 2005

Pandey, et al. 2015

Kikowska, et al.
2012

Zhu, et al. 2014

Moghadam, et al.
2014

Hashemi, et al. 2016

Kikowska, et al.
2019

Misra, etal. 2017

La concentracion de MelJa influye en la acumulacion de compuestos bioactivos debido a los

diferentes mecanismos tanto fisiolégicos como bioquimicos que causa en las plantas, sin

embargo, todos estos efectos siempre varian de acuerdo a factores como concentracién del

elicitor utilizado, tiempo de exposicion, tipo de cultivo en el que se utiliza'y sobre todo la especie

que se trabaje (Yu, et al. 2019)

11.5 Modificacion de nutrientes en el medio de cultivo para el incremento de biomasa y

Msec

La acumulacion de biomasa y Msec en el cultivo in vitro de 6rganos y células vegetales esta

influenciado por diversos factores como son el tipo de medio basal, las sales mayores en el
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medio, el tipo y niveles de carbohidratos, nitrato, fosfato y reguladores de crecimiento (Murthy,
et al. 2014).

Las sales de nitrato y amonio son las principales fuentes de nitrégeno soluble. Diversos estudios
indican que el nitrato es la forma preferida que conduce a un incremento en la acumulacién de

sustancias bioactivas (Dlugoz, et al. 2018). Su asimilacion se puede realizar mediante transporte

activo a través de transportadores especializados; asi como transporte pasivo, en el cual los iones
de amonio pueden migrar a través de canales ionicos (Taylor y Bloom, 1998).

En los cultivos de células vegetales, la fuente de nitrogeno afecta significativamente la
proliferacion de células vegetales, el crecimiento de la raiz y la produccion de Msec (Zhang, et
al. 2011).

Existen diferentes estudios relacionados con la modificacion en la fuente de nitrogeno y se ha
observado que los resultados obtenidos sobre la produccién de Msec, en la gran mayoria de los
casos depende de la especie de estudio, lineas y sistemas de cultivo, en algunos casos, se ha
observado claramente la influencia del nitrato en la produccion de alcaloides (Bensaddek et al.

2001; Chashmi, et al. 2008), en otros estudios, los niveles reducidos de amonio, combinados

con un aumento en los nitratos, favorecio el incremento de triterpenos (Praveen 2011; 2013);

y la eliminaciéon del nitrato en el medio de cultivo, indujo una mayor acumulacién de

compuestos organicos en Chrysanthemum cinerariaefolium (Rajashekaran, et al. 1991).

En la tabla 5 podemos observar el incremento de diferentes Msec al modificar la fuente de

nitrdgeno en diferentes cultivos y especies.

Tabla 5. Produccion de Msec en diferentes especies y cultivos modificando la fuente de
nitrégeno en el medio.

Msec Especie Tratamiento Cultivo Referencia
Asiaticosidos Centella Reduccidn de nitrégeno total Brotes Rozita, et al. 2005
asiatica (40 mM)
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Escopoletina,
tomentina y ac.
esferélcico

Saponinas

Compuestos
fendlicos

Ac. rosmarinico

Ac. rosmarinico

Wilforgina y

wilforina

Compuestos

fenolicos

Withanolido-A

Saponinas

Sphaeralcea

angustifolia

Talinum

paniculatum
Gaertn.

Matricaria
chamomilla L.

Lavandula vera

Mentha

aquatica

Tripterygium

wilfordii

Salvia viridis

Withania

somnifera

Panax

quinguefolium

Nitrogeno total 2.42 mM/ alta
concentracion de cobre (2.35
nM)

Incremento de nitrato de

amonio (3800 mg/l)

Reduccioén de nitratos e
incremento de amonio

lones de amonio (0.09 gr/L)

Nitrogeno (15 mM)

Ammonio/nitrato 10:50 y
0.3125

mM de fosfato

Diferentes medios MS, B5 y
WP

37.60 mM de
NOs

40 mM de NO3

Células en

suspension

Raices
transformadas

Plantas

completas

Raices

transformadas

Raices

transformadas

Raices

transformadas

Raices

transformadas
Células en

suspension

Células en

suspension
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Pérez-Hernandez, et
al. 2019

Manuhara, et al. 2015

Kovadik y Klejdus,
2014

llieva y Pavlov 1999

Yousefian, et al. 2020

Zhang, et al. 2020

Grzegorczyk-Karolak

2020

Nagella, y Murthy,
2011

Zhang y Wang, 2011

Como se observa en los distintos estudios realizados, se debe tener un balance total de nitrogeno,

tomando en consideracion la relacion de nitrato y amonio utilizada en los medios de cultivo para

obtener un buen rendimiento de biomasa y una mayor acumulacién de Msec en las diferentes

especies de plantas medicinales.
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Otro de los macronutrientes esenciales para un buen desarrollo de la planta es el fosfato

inorganico, ya que es indispensable para varias moléculas funcionales involucradas en muchos

procesos fisioldgicos en las plantas (Peret, et al. 2011).

Se conoce que la concentracion de fosfato en un medio basal utilizado para el cultivo de raices

transformadas no necesariamente ofrece un buen crecimiento y produccion de Msec. En

diferentes estudios se ha observado que una concentracion ptima de este compuesto depende

de la especie (tabla 6), algunos autores afirman que muchas veces una concentracion de fosfato

en donde se obtiene una mayor acumulacion de Msec podria no favorecer el crecimiento y la

biomasa en el cultivo de raices pilosas (Shinde, et al. 2010; Praveen y Murthy 2013; Liu, et al.

2016)
Tabla 6. Incremento en la produccién de Msec en diferentes especies cultivadas bajo estrés
de fosfato.
Msec Especie Tratamiento Cultivo Referencia
Isoflavonas Psoralea Reduccidn de fosfato (0.625 Raices Shinde, et al. 2010
corylifolia mM) transformadas
Betalainas Beta vulgaris Reduccién de fosfato Raices Pavlov e llieva 2005
transformadas
Compuestos Salvia Reduccién de fosfato (0.0124  Raices Liu, et al. 2016
fenolicos miltiorrhiza mM) transformadas
Compuestos Salvia Reduccién de fosfato (0.062 Raices Liu, etal. 2018
fendlicos miltiorrhiza mM) transformadas
tanshinonas
Gingenosidos Panax ginseng  Reduccion de fosfato (1.25 Raices Huang, et al. 2010
mM) transformadas
Acido cicorico Echinacea Ausencia de fosfato Raices Salmanzadeh, et al.
transformadas 2020
purpurea
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Fenilpropanoides, Arabidopsis Reduccion de fosfato Raices Pant, et al. 2015

flavonoides, y thaliana transformadas

glucosinolatos

Saponinas Panax Aumento de fosfatos (3.75 Células en Zhang y Zhong
notoginseng mM) suspension 1997

Diversos estudios han demostrado que el estrés por limitacidn de fosfato trae como consecuencia
una mayor acumulacién de Msec, debido a que el crecimiento se detiene y se dejan de producir
metabolitos primarios para dar paso a la produccion de Msec (Salmanzadeh et al. 2020).

De acuerdo con varios estudios, se ha determinado que la nutricién de fosforo afecta varias vias
metabolicas asociadas con piruvato, glucosa, sacarosa y almidén. Al mismo tiempo, las
condiciones de inanicion de fosfato inorganico resultan en un decremento en los niveles de
azucares fosforilados en plantas, debido probablemente a las bajas cantidades de fructoguinasa
y hexoquinasa (Park, et al. 2012; Dietz v Foyer, 1986; Rychter y Randall, 1994).

11.6 Modificacién en la fuente de carbono

La fuente de carbono es de suma importancia para un buen crecimiento y productividad en los
cultivos. La sacarosa es una de las fuentes de carbono més utilizada en el cultivo de tejidos
vegetales, es considerada la principal fuente de energia y un componente importante en la
biosintesis de Msec (Praveen y Murthy, 2012; Nagella, et al. 2013).

En diferentes estudios se ha observado que la produccion de biomasa esta directamente

relacionada con el consumo de azUcares (Wu y Zhong, 1999).

Asimismo, la produccion de Msec esta influenciada por la concentracién de sacarosa utilizada
en los diferentes sistemas de cultivo de tejidos, en algunas especies una mayor concentracion de
sacarosa favorece el incremento en el rendimiento de los Msec. En la tabla 7 se presentan las
concentraciones de sacarosa empleadas para incrementar el contenido de Msec en cultivos de

raices transformadas de plantas de interés medicinal.
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Tabla 7. Produccion de Msec en cultivos in vitro de diferentes especies cultivadas con
modificaciones de sacarosa.

Msec

Especie

Tratamiento

Cultivo

Referencia

Gingenosidos

polisacaridos

Acidos fenélicos

Azadiractina

Plumbagina

Gingenosidos

AUy AO

Compuestos

fenodlicos

Glucésido de

esteviol

y Panax ginseng

Pelargonium

sidoides

Azadirachta

indica

Plumbago

europaea

Talinum

paniculatum

Salvia fruticosa

Momordica

charantia L

Stevia

rebaudiana (Bert.)

Sacarosa 4y 6%

Sacarosa 3%

Sacarosa 4%

Sacarosa 2-3 %

Sacarosa 5%

Sacarosa 3%/

Trichoderma virens

Sacarosa 3%

Sacarosa 10%

Raices adventicias

Raices

transformadas

Raices

transformadas

Raices
transformadas

Raices

transformadas
Células en
suspension
Raices

transformadas

Raices adventicias

Huang, et al. 2010

Yousefian, et al

(020

Srivastava y
Srivastava, 2012

Beigmohamadi, et
al. 2020

Manuhara, et al.
2015

Kimmritz, et al.
2016

Thiruvengadam, et
al. 2015

Ahmad, et al. 2021

Se conoce que la concentracidn de sacarosa tiene gran influencia en el crecimiento de las raices

transformadas, sin embargo, su efecto como sustrato debe distinguirse de su papel fisico como

soluto activo osmatico en el medio y como modulador de la expresion génica (Lourenco, et al.

2002).

Como se puede observar en los diferentes estudios descritos en la tabla anterior, la concentracion

de sacarosa tiene efectos significativos en el crecimiento de las raices y la produccién de
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metabolitos secundarios, sin embargo, se puede concluir que la concentracion Optima de

sacarosa en los medios de cultivo para obtener mayores rendimientos de biomasa y produccion

de Msec es muy variable y depende de las diferentes especies de plantas (Beigmohamadi, et al.
2019).

11.7 Generalidades de Lepechinia caulescens

L. caulescens es una planta herbacea perteneciente a la familia Lamiaceae, se caracteriza
por ser perenne, y a menudo formar colonias extensas; su tallo es ascendente, hasta de 80 cm de
alto, simple o poco ramificado, levemente pubescente; hojas con peciolos hasta de 6 cm de largo,
las superiores sésiles, limbo ovado a ovado-lanceolado, de 2.5 a 15 cm de largo por 1.5a 7 cm
de ancho, apice agudo o acuminado, margen crenado, base cuneada a truncada, escasamente
pubescente; inflorescencia en forma de espiga terminal apretada, bracteas anchamente ovadas,
acuminadas; caliz acampanado, de 6 a 8 mm de largo, hasta de 12 mm en fruto, dientes linear-
lanceolados, pilosos, con puntitos resinosos, cristalinos; corola blanca, de 7 a 9 mm de largo;
estambres insertos en el tubo de la corola, inclusos; pericarpio ovoides, de mas 0 menos 2 mm

de largo, lisos de color negro (Fig. 9) (Rzedowski, 2001).

Figura 9. Espécimen de la planta de Lepechinia caulescens en el sitio de colecta. Fotografia
tomada por M. en B. Victor M. Vergara Martinez
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Esta especie se distribuye ampliamente en las partes montafiosas mas himedas del Valle
de México, a una altura entre los 2250 y 3300 metros sobre el nivel del mar (msnm). En bosque
de coniferas mixtos, en claros cercanos a los bosques y a veces a la orilla de arroyos o cerca de

cultivos.

Podemos encontrar a L. caulescens distribuida en varios estados del pais como son Chihuahua,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Michoacén, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Veracruz y el Estado de México (Rzedowski, 1987).

11.7.1 Uso de L. caulescens en la medicina tradicional

L. caulescens, también llamada ‘“breténica”, es usada en la medicina tradicional
mexicana para contrarrestar infecciones gastrointestinales, en el tratamiento de la dismenorrea,

hipertension, la diabetes, vomito y diarrea (Pérez-Hernandez et al. 2008 y Avila-Acevedo, et al.

2005; Alarcén-Aquilara, et al. 1998). También, es empleada como abortivo y en el tratamiento

de enfermedades de los rifiones. Ademas, hace parte de las plantas usadas en bafios de temazcal
para contener la hemorragia postparto, el célico del puerperio y de la menstruacion (Monroy-
Ortiz y Castillo-Espafia, 2007).

Investigaciones farmacoldgicas sobre L. caulescens reportan sus efectos espasmolitico

(Estrada-Soto, et al. 2007 y Pérez-Hernandez, et al. 2008) y antihipertensivos (Estrada-soto, et

al. 2012), su actividad vasorelajante (Aguirre-Crespo et al. 2006), anti-Vibrio cholerae (Avila-

Acevedo, et al. 2004) y efectos anti-hiperglucémicos (Alarcon-Aqguilara, et al. 1998; Andrade-
Cetto, et al. 2005).

11.7.2 Compuestos quimicos en L. caulescens

Debido a los diferentes usos que se le atribuyen a esta especie, se han realizado varios

trabajos de interés quimico, en los cuales se aislaron compuestos como flavonoides (Delgado,

et al. 1994), esteroles y acido abietanoico (Aguirre-Crespo, et al. 2006). En la tabla 8 podemos

observar todos los compuestos registrados para esta especie.
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Tabla 8. Compuestos y estructuras quimicas aislados en la especie L. caulescens.

CH,
HO,, CHj
N : CH3 O
CHs3
Espatulenol Borneol Canfor
CH, CHs
CH CH
HsC~ "CH, 3 3
p-cimeno o —pineno B —pineno

He? R

R' R
1H H
2y 3 R'=CO,H,RZ=H
30 OB 4 R'=CH,OH, R?= OH
R1=R2=H; Acido 8a, 90, 130, 140- Acido metil éster 9a, 13- Acido dehidroabiético (3) y
diepoxiabietan-18-oico. epidioxiabiet-8(14)-en-18- alcohol 9R-

R1= CH3: R2= H: Acido 8a(9a), 13a(14a)- oico. hidroxidehidroabietol (4)

diepoxiabietan-18-oato de metilo.

R1=H; R2= OH: Acido 7B-hidroxi 8a, 9a,
130, 14a-diepoxiabietan-18-oico.
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Acido tetracetil rosmarinico

R,= H; R,= CH, (Ursolic acid)
R,= CHg; R,= H (Oleanolic acid)

Acido ursélico y Acido oleandlico

Delgado, et al. 1994; Pérez-Hernandez, et al. 2008; Castillo-Romero, 2004; Aquirre-Crespo, et al. 2006.

Dentro de los compuestos mencionados en el cuadro anterior AU, AO y AR, son

compuestos de importancia bioldgica encontrados en varias especies de la familia Lamiacea.

11.7.3 Antecedentes biotecnoldgicos en L. caulescens

Debido a los compuestos de importancia farmacoldgica encontrados en esta especie, se han

establecido diferentes sistemas de cultivos in vitro en los cuales se han obtenido la produccion

de AU y AO. Vergara 2013, establecié un cultivo de callos a partir de explantes de hojas

provenientes de plantulas germinadas in vitro, utilizando medio MS (Murashige y Skoog, 1962)

adicionado con reguladores de crecimiento acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-

Bencilaminopurina (BAP) en concentraciones de 2 mg/L y 0.1 mg/L respectivamente. En los

extractos metanolicos integros de dichos callos, se logro observar en cromatografia en capa fina,

compuestos con Factor de Retardo (RF) similares a los estandares de AU y AO. En 2017,

Vergara y colaboradores, comprobaron la presencia de AU y AO por HPLC en los cultivos de
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callos y lograron incrementar la produccién de dichos compuestos utilizando MeJa y acido
salicilico como elicitores en los cultivos, los mejores tratamientos fueron al utilizar 50 uM de

MelJa durante 8 h'y 50 mg/L de acido salicilico.
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JUSTIFICACION

Las bajas concentraciones de compuestos bioactivos que producen las plantas medicinales hacen
necesaria la busqueda de alternativas de produccion de compuestos con actividades bioldgicas.
Una alternativa para esto es el uso de la biotecnologia vegetal, siendo el cultivo de raices
transformadas una estrategia viable debido a las caracteristicas que presentan, entre ellas el
rapido crecimiento de la biomasa, la estabilidad genética y la alta produccién de metabolitos
secundarios que produce comparada con las plantas silvestres y en algunos estudios se ha
observado la sintesis de nuevos compuestos con mayor potencial farmacolégico.

Lepechinia caulescens es una planta medicinal distribuida en gran parte del territorio mexicano,
tradicionalmente usada por los pobladores para contrarrestar infecciones gastrointestinales,
vomito y diarrea, en el tratamiento de la dismenorrea, hipertension, y diabetes. Estudios
farmacoldgicos han comprobado la actividad antihipertensiva y antidiabética atribuida a L.
caulescens. Dentro de los compuestos identificados en la planta, encontramos acido ursolico,
acido oleandlico y acido rosmarinico, tres compuestos que han sido motivo de estudio debido a
las diferentes actividades bioldgicas y farmacoldgicas que presentan, para tratar y prevenir
diversas enfermedades. Es por ello que en este trabajo se establecié un sistema de cultivo de
raices transformadas productoras de &cido ursélico, acido oleandlico y &cido rosmarinico bajo
condiciones de estrés, las cuales se han reportado que ayudan a incrementar la produccion de
metabolitos secundarios. En este sentido, los cultivos fueron elicitados con metil jasmonato, una
molécula sefial importante para el incremento de metabolitos secundarios en diferentes cultivos
in vitro, ademas de realizar modificaciones en el medio de cultivo en la fuente de nitrégeno,
fosfato y sacarosa, elementos importantes para potencializar la produccion de biomasa y

compuestos bioactivos.
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HIPOTESIS

Las cepas de A. rhizogenes ATCC 15834, A4 y K599 son capaces de transformar explantes de

L. caulescens y generar cultivos de raices pilosas productoras de AU, AO y AR.

La modificacion en la concentracion de sacarosa y de los iones NOs”, PO4* el medio de cultivo,
asi como el uso de MeJa como elicitor, promueven el incremento de la biomasa y acumulacion

de AU, AO y AR en los cultivos de lineas transformadas de L. caulescens.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la modificacion de sacarosa, NOs", PO+* y metil jasmonato en cultivos de
lineas de raices transformadas de L. caulescens para la produccion de biomasa y acumulacion
de AU, AOy AR.

Objetivos Particulares.

e Establecer e identificar los cultivos de raices transformadas de L. caulescens productoras
de AU, AO y AR, asi como determinar los parametros cinéticos del cultivo.

e Evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre la produccion de biomasa y
acumulacion de AU y AO en cultivos de raices de L. caulescens.

e Evaluar el efecto de la concentracion de NOs", PO+ sobre la produccion de biomasa y
acumulacion de AU y AO en cultivos de raices de L. caulescens.

e Evaluar el efecto de elicitacion con metil jasmonato en diferentes concentraciones y
tiempo de exposicion sobre la produccién de biomasa y acumulacion de AU y AO en
cultivos de raices de L. caulescens.

e Determinar el rendimiento de AU, AO y AR en planta silvestre de L. caulescens.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VIil. MATERIALES Y METODOS

VI1.1 Colecta de material vegetal

Plantas silvestres y semillas maduras de L. caulescens fueron colectadas en la comunidad de
Tlalnepantla, localizada en los limites del Estado de Morelos con el Estado de México (carretera
Federal Cuautla-Xochimilco) a una altitud de 2823 msnm. Un ejemplar de la especie fue
herborizado e identificado taxondmicamente, quedando registrado con nimero 32444 en el
herbario HUMO de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.

V11.2 Desinfestacion y escarificacion de semillas de L. caulescens

Mediante el método de flotacion se seleccionaron las semillas para la germinacion in vitro, el
cual consistio en colocarlas en un contenedor con agua durante una hora, luego las semillas
flotantes fueron eliminadas y con la ayuda de una pinza de diseccidn se seleccionaron solo
aquellas que precipitaron y permanecieron firmes al tacto al ser presionadas con las pinzas. La
desinfeccion de la superficie de las semillas se realizo en la campana de flujo laminar, el primer
paso consistio en un enjuague con Tween 20 durante 1 min, posteriormente se realizaron 3
enjuagues con agua destilada estéril, el siguiente paso, fue colocar una solucion de etanol al
70% durante un minuto, transcurrido este tiempo, nuevamente se realizaron tres enjuagues con
agua destilada estéril. En el siguiente paso se sumergieron las semillas en una solucién de
hipoclorito de sodio (cloro comercial) al 50% durante 15 min, ya por Gltimo se enjuagaron con
agua destilada estéril tres veces.

Una vez realizado el proceso de desinfeccion, se llevo a cabo una escarificacion mecanica de la
semilla, la cual consistio en remover una fraccion de la testa con ayuda del bisturi, las semillas
desinfectadas y escarificadas fueron sembradas en frascos con medio de cultivo MS (Murashige
y Skoog, 1962) para su germinacion. Las plantulas obtenidas después de cuatro semanas fueron

utilizadas para la generacion de raices transformadas.

VI11.3 Generacidn de cultivos de raices transformadas de L. caulencens

Para la generacion de raices transformadas se tomaron en consideracion los siguientes factores:
tipo de cepa de A. rhizogenes, densidad optica del cultivo bacteriano, tiempo de cocultivo y tipo
de explante. Las cepas utilizadas de A. rhizogenes fueron ATCC 15834, K599 y A4. Los cultivos
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bacterianos se evaluaron a dos densidades opticas (DO) de 0.5 y 0.7 a 600 nm; el tiempo de
cocultivo fue de 24 o 72 h y el tipo de explante utilizado fue hoja y peciolo de plantulas
germinadas in vitro de 4 semanas de edad.

El proceso de transformacion genética vegetal consistié en sumergir los explantes por 10
segundos en la solucion bacteriana correspondiente a la densidad Optica antes mencionada para
cada tratamiento; el excedente de la solucion se quitd con ayuda de papel filtro estéril, los
explantes fueron cocultivados en cajas de Petri conteniendo medio MS por 24 o 72 h
dependiendo del tratamiento, como control se sembraron explantes sin haberlos sumergidos en
ninguna solucién bacteriana. Transcurrido el tiempo de cocultivo, los explantes se enjuagaron
con agua destilada estéril durante un minuto, se secaron en papel filtro estéril y se colocaron en
medio semisdlido (MS1) compuesto de micro y macronutrientes del medio Murashige y Skoog

(Murashige y Skoog, 1962) adicionado con sacarosa (30 g/l), vitaminas de Gamborg (Gamborg,

et al. 1968), mio-inositol (0.1 g/l), y antibiético (400 mg/l de cefotaxima y 400 mg/l de
ceftriaxona) y gelificado con 3 g/l de phytagel®, pH 5.7. Se colocaron 20 explantes por
tratamiento, tomandose como unidad experimental un explante. Los datos de formacion de

raices y el numero de raices por explante se registraron cada 5 dias durante 4 semanas de cultivo.

El porcentaje de transformacion fue calculado con la siguiente formula:

No. de explantes con
Porcentaje de transformacion = respuesta X 100
No. de explantes totales

V1.4 Seleccion de lineas de raices transformadas

Las raices generadas a partir de las diferentes condiciones de infeccidn se individualizaron
después de cuatro semanas y fueron sembradas en cajas de Petri con 30 ml de medio MS1
semisolido en condiciones de oscuridad a 25 °C. Las raices generadas se individualizaron y
aquellas que lograron crecer bajo estas condiciones, las denominamos lineas transformadas. Las

lineas se multiplicaron en medio MSL1 sin antibidtico en las mismas condiciones de cultivo.

VI11.5 Mantenimiento de los cultivos de las lineas transformadas
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Las lineas de raices transformadas fueron subcultivadas cada cuatro semanas en frasco tipo
“tarro” de 400 ml de capacidad contendiendo 20 ml de medio MS2 constituido de micro y
macronutrientes MS adicionado con sacarosa (30 g/l), vitaminas de Gamborg, mio-inositol (0.1
g/l), y gelificado con 0.8 g/l de phytagel®, pH 5.7. Las condiciones de cultivo fueron las mismas

descritas anteriormente.

VI11.6 Confirmacion de transformacion mediante PCR

Se utilizé un Kit ZR plant/Seed DNA MicroPep™ de ZYMO RESEARCH para la extraccion
de DNA de los cultivos de las diferentes lineas de raices transformadas y plantula germinada in
vitro.

El gen rolB se amplificé mediante PCR utilizando los oligonucleétidos especificos:
5’ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA3’ y

3 TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGCS’

del cual resulta un fragmento de 780 pb (Bonhomme, et al. 2000). Como control se utilizé el

gen vir D2; dicho gen se encuentra fuera de la region del T-DNA del plasmido Ri y no es
transferido a la planta, Los siguientes oligonucledtidos especificos se emplearon para la
amplificacion de un fragmento de 338 pb del gen vir D2 (Li, et al. 2016):
5’ATGCCGATCGAGCTCAAGT3’ y

3’CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCAS’

Las reacciones de PCR para ambos genes se llevaron a cabo utilizando la Taqg DNA polimerasa

recombinante (Vivantis) y el termociclador (Axygen Maxygene) bajo las siguientes
condiciones: un ciclo de 95°C por 5 min seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 50 °C por 1
miny 72 °C por 1 min y una extension final de a 72 °C por 5 min.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1% vy
visualizados por tincién con bromuro de etidio en un fotodocumentador provisto de un
transiluminador de luz ultravioleta (BioDoc-it).

Como control negativo se utilizO DNA genomico de raices no inoculadas de plantulas de L.

caulescens y una reaccion de PCR en la que se sustituyd el DNA blanco por agua.
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VIL.7 Obtencidn de extractos a partir de cultivos in vitro de L. caulescens y de planta
silvestre

Para la obtencion de los extractos, se utilizo material seco de planta silvestre (hojas y raiz) y
raices transformadas provenientes de los diferentes tratamientos, para ambos casos la biomasa
obtenida fue secada en un horno de secado marca Binder (modelo FD-115) a una temperatura
de 30 °C, la biomasa de raices transformadas fue molida hasta pulverizarla con ayuda de un
mortero, para el caso del material silvestre, se utiliz6 una licuadora para molerla y pulverizarla.
Con la biomasa pulverizada se realizaron maceraciones exhaustivas empleando disolventes de
polaridad creciente (hexano, diclorometano y metanol) en una relacion de 10 ml por cada gramo
de biomasa, durante 72 h de maceracion (por triplicado). Los extractos obtenidos de la planta
silvestre fueron filtrados y concentrados al vacio a presién reducida utilizando un
rotaevaporador Heidolph®, para el caso de los extractos obtenidos de raices transformadas, se
filtraron y se dejaron secar en una campana de extraccién, ya que el volumen recolectado es

poco. Una vez secos, todos los extractos fueron analizados por CLAR.

VI11.8 Identificacion y cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(CLAR)

La identificacion y cuantificacion de AU y AO en los extractos diclorometanicos obtenidos
(planta silvestre y lineas de raices transformadas) se realizd bajo las siguientes condiciones
cromatograficas. Como fase estacionaria se utilizé una columna de fase reversa C18 X Bridge
2.5 um (Waters)® (4.6 x 75), el método de separacion fue por elucion isocratica, como fase
movil se utilizé una mezcla de metanol:agua acida (H3PO4) 83:17 (v/v), el flujo de trabajo fue
de 0.9 ml/min, con un volumen de inyeccion de 10 pL el tiempo de corrida fue de 22 min y
monitoreados a una longitud de onda de 205 nm. Todas las muestras fueron disueltas en metanol
grado HPLC.

El método para la identificacion y cuantificacién de AR en extractos metandlicos obtenidos fue
por elucion en gradiente, las condiciones para la fase estacionaria son igual a las descritas
anteriormente; para el caso de la fase movil la elucion por gradiente se realizo con disolventes
A (acetonitrilo) y B (0.1% solucion de acido férmico). El gradiente fue de la siguiente manera
(todas las concentraciones son v/v A:B): 5 min 90:10% A:B; 20 min 74:26% A:B; y 10 min
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90:10 A:B%. el flujo de trabajo fue de 1 ml/min, el estdndar utilizado fue AR de Sigma Chemical
Co (purity: > 90). Los disolventes utilizados fueron grado HPLC. EI monitoreo de las muestras

se realizo a una longitud de onda de 230 nm y el volumen de inyeccion fue de 10 pL.

Una curva de calibracién se realizé para cada metabolito evaluado y los resultados de la
cuantificacion se registraron en mg/g de peso seco de tejido. Los datos obtenidos se analizaron
mediante ANAOVA de una via, y una prueba de Tukey, todo esto se realiz6 con el programa
Statistica 7.

VI11.8.1 Identificacién de AR por Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de silica gel como fase estacionaria, las dimensiones fueron de acuerdo con
las muestras analizadas. La fase movil empleada para el andlisis consistio de
butanol:metanol:agua, en proporciones 7:2:1 (en volumen) respectivamente. Como reveladores
se ocuparon, acido fosfomolibdico y 2,2-difenil-1-picril hidracilo (DPPH). Todas las muestras
se prepararon al 1% disueltas en metanol. Colocando 4 puntos con ayuda de un capilar tanto de
los estandares como cada una de las diferentes muestras que se analizaron. EI RF fue calculado
con el cociente entre la distancia (b) recorrida por el centro de la mancha y la distancia (a)
recorrida simultaneamente por la fase movil.

RF =Db/a

VI11.9 Establecimiento de parametros cinéticos de crecimiento de dos lineas de raices
transformadas y produccién de AUy AO

Se realiz6 una cinética en cultivo tipo lote inoculando 2 g de raices (PF) en frascos tipo “tarro”
de 400 ml de capacidad con 20 ml de medio MS2. El cultivo se mantuvo en oscuridad a 25 °C
durante 30 a 35 dias, cada 5 dias se realizé una colecta por triplicado. Los pardmetros evaluados
fueron biomasa (peso fresco y seco), pH, conductividad, consumo de azlcares y acumulacion
de AUy AO.

Después de cada cosecha las raices se filtraron con ayuda de un embudo Buchner y una bomba
de vacio, registrando el peso fresco (g) con ayuda de una balanza, posteriormente las muestras
se secaron en un horno marca Binder (modelo FD-115) a 28 °C durante 48 h, transcurrido este

tiempo se registro el peso seco.
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La conductividad del medio de cultivo se midié con un conductimetro marca Conductronic,
modelo PC18. Por otro lado, la determinacién de la concentracion de azlcares (sacarosa,
glucosa y fructosa) se realizé por CLAR, utilizadndose una columna Capcell Pak NH> UG80 S5
de 4.6 mm x 150 mm de la marca Shiseido, las condiciones utilizadas fueron una fase movil,

80:20 acetonitrilo:agua y un flujo de operacion de 1 ml/min.

V11.10 Efecto de la concentracion de sacarosa en cultivos de raices transformadas

El efecto de la concentracion de la sacarosa sobre la produccion de biomasa y acumulacion de
AUy AO en las raices transformadas se evalu¢ utilizando 15, 30, 45y 60 g/l del disacérido en
20 ml de medio MS2 vertido en frascos tipo “tarro” de 400 ml y un inoculo de 2 g (PF). Los
cultivos se mantuvieron en oscuridad a 25 °C, después de cuatro semanas las raices fueron
colectadas y secadas en un horno marca Binder (modelo FD-115) a 28 °C por 48 h para
determinar el peso seco y acumulacion de AU y AO. Un analisis de regresion lineal se realiz6
con las 6 muestras obtenidas de cada linea para determinar el efecto de la sacarosa en la

acumulacién de biomasa, los datos se analizaron con el programa Statistica 7.0.

VI1.11 Efecto de la concentracién de NOsz y PO42 en la produccién de biomasa y
acumulacion de AU y AO en raices transformadas de L. caulescens

En el medio MS2 modificado en la concentracion de KNO3z, NHsNO3z y KH2PO4 se sembraron
2 g de peso fresco de raices transformadas. Después de cuatro semanas de cultivo en las mismas
condiciones reportadas anteriormente se determind el peso fresco y acumulacién de AU y AO.
En la tabla 9 se observan los dieciséis tratamientos empleados, como control se utilizo el
tratamiento B2, el cual contiene la concentracion habitual de NOs y PO42 del medio MS2. El
efecto de NOs y PO en la acumulacion de biomasa y produccion de AU y AO en las diferentes
lineas fue analizado mediante un ANOVA de dos vias, y para determinar las diferencias
significativas entre los diferentes factores, se realizd una prueba de Tukey, todos los analisis se

realizaron utilizando el programa Statistic 7.0, se utilizaron 5 muestras de cada tratamiento.
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Tabla 9. Medio MS modificado en sus concentraciones de NOs y PO4™2.

NOs mM
13.7 27.4 41.1 54.8
pO.2 | 062 Al A2 A3 Ad
mM- 1 o5 B1 B2 B3 B4
1.88 c1 C2 C3 c4
2.5 D1 D2 D3 D4

VI1.12 Efecto del MeJa en la acumulacion de AU, AO y AR en lineas de raices
transformadas

Para determinar el efecto del MeJa se sembraron 2 g de peso fresco de raices transformadas en
medio MS3 (medio MS con 45 g/l de sacarosa) bajo las condiciones mencionadas anteriormente.
La elicitacion se realiz6 a los 15 dias de cultivo utilizando concentraciones de 100, 200 y 300
mM de MeJa durante tres tiempos de exposicion correspondientes a 24, 48 y 72 h. Se realizaron
5 repeticiones por tratamiento. Una vez transcurrido el proceso de elicitacion para cada
tratamiento, las raices fueron cosechadas y procesadas bajo las condiciones mencionadas
anteriormente para la elaboracion de extractos diclorometanicos y metandlicos en los cuales se
identificaron y cuantificaron los compuestos de interés. Los datos fueron analizados con el
programa Statistic 7.0 mediante una ANOVA de dos vias, tomando como factores la

concentracion del elicitor y el tiempo de elicitacidn sobre la produccién de AU, AO y AR.
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VIIl. RESULTADOS

VI11.1 Germinacion de semillas y obtencién de plantulas de L. caulescens

Para la germinacion de semillas de L. caulescens se realiz6 una escarificacion, la cual consistio
en cortar una porcion de la testa, ya que se han obtenido resultados positivos para una

germinacion rapida mediante esta técnica (\Vergara, et al. 2017). La germinacion se observoé a

partir del tercer dia. Las plantulas se dejaron crecer durante 4 semanas para ser empleadas como

fuente de explantes de hojas y peciolos en los ensayos de transformacion (Fig. 10).

I3mm 1 A
P
a ,é??}

Figura 10. Proceso de germinacion y obtencion de plantulas de L. caulescens. a) Semillas.
b) Semilla escarificada mediante un corte en la testa. ¢) Inicio de la germinacion al tercer
dia de siembra. d) Plantulas de 4 semanas de edad.

VI11.2 Generacion de raices transformadas de L. caulencens

La mayor eficiencia de transformacién genética de L. caulencens se observé al cocultivar por
24 h a los explantes de hoja con una suspensién bacteriana de la cepa ATCC 15834 de A.
rhizogenes crecida hasta alcanzar una DOeoonm de 0.5; bajo estas condiciones el 75% de los
explantes formaron raices pilosas, siendo el tratamiento con mayor porcentaje de
transformacion. Cabe mencionar que no se obtuvo ninguna respuesta de transformacion en los
tratamientos donde se utilizé peciolo como explante. Por otro lado, en los tratamientos donde se
utilizaron las cepas A4 y K599 crecidas a una DOgoonm de 0.7 no se observo ninguna respuesta

en los explantes inoculados (tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de transformacién en explantes de hoja de L. caulescens inoculados con
las cepas ATCC 15834, A4y k599 de A. rhizogenes.
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Induccion de raices en explantes de hoja

24 h (Cocultivo) 72 h (Cocultivo)
Densidad optica Cepa NER NRT PT NER NRT PT
DOs0onm
ATCC 15834 15 5 75 10 40 50
DOsoonm 0.5 Al 2 11 10 - -
K599 . i i 1 1 s
ATCC 15834 13 79 65 10 98 50
DOeoonm 0.7 A4 - - - - - -

K599 - - - - - -

NER: nimero de explantes con respuesta, NRT: nimero de raices totales, PT: porcentaje de transformacion

De los explantes que respondieron a la induccion de raices putativamente transformadas se
lograron individualizar 285 raices despues de 20 dias de cultivo. De las raices individualizadas,
15 de ellas lograron desarrollarse en un medio libre de reguladores de crecimiento (todas
provenientes de la cepa ATCC 15834), siendo este el primer criterio para seleccionar a estas
raices como lineas transformadas (Fig. 11e), asignandoles la numeracién del 1 al 15. En la figura

11 se muestran el proceso de seleccién de las diferentes lineas obtenidas.
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Figura 11. Proceso de inoculacion y seleccion de lineas transformadas de L. caulescens.
a) Corte de explante de plantulas in vitro. b) Inmersion del explante en solucion
bacteriana. ¢) Co-cultivo sin antibidtico. d) Formacion de raices en explantes de hoja
después de 7 dias de cultivo. ) Individualizacion de raices después de 4 semanas de
cultivo. f) Lineas de raices pilosas obtenidas después del proceso de individualizacion.

Las 15 lineas obtenidas, presentaron caracteristicas morfoldgicas diferentes, en algunos casos
se observd la presencia de callos en el cultivo, como es el caso de la linea 15, es importante
mencionar que las 15 lineas presentaron un crecimiento aglomerado, es decir, en las raices se
entremezclan durante su crecimiento formando una especie de madeja desde donde se extienden
maultiples raices pequefias hacia el exterior. En la figura 12 se muestran las fotografias de las 15

lineas obtenidas.
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Linea 14 Linea 15

Linea 11 Linea 12

Figura 12. Lineas de raices transformadas de L. caulescens.

La confirmacidn de transformacién se llevé a cabo mediante PCR. En la figura 13 se muestran
los productos de PCR para el gen rol B (presente en el T-DNA), observandose amplificacion de
las lineas L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L10, L11, L12 y L15; las lineas L1, L9, L13y L14 no
amplificaron para este gen. El control positivo (C+) utilizado, fue el plasmido Ri de la cepa
ATCC 15834 de A. rizhogenes y en todos los casos se obtuvo amplificacién del gen rolB. Como
control negativo (C- y C2-) se utilizaron DNA gendmicos de raices no inoculadas de plantulas
de L. caulescens y una reaccion de PCR en la que se sustituy6 el DNA blanco por agua, en todos

los casos no se obtuvo amplificacién en estos controles.
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M C- L8 L15L13 L9 L4 L5 L6 C+ M C- C+ L2 L1 Li4 L7 L12 L1l
1000 bp

750 bp
500 bp

M C- C> L3 L10 C+

—

Figura 13. Amplificacion del gen rol B por PCR. M: marcador de peso molecular de DNA (1
kb); C+: Control positivo, DNA total de la cepa de A. rhizogenes ATCC15834. C"y C2: Control

negativo, DNA genomico de raices de plantulas no infectadas; L1-L15: DNA de lineas de
raices transformadas.

Se realizé otro analisis de PCR del gen vir D2 para corroborar la usencia de bacteria en cultivos
in vitro de las lineas transformadas, ya que solo esta presente en A. rhizogenes y no es transferido
a la planta, la banda amplificada de 338 pb se observo en los carriles correspondientes al PCR

del DNA de la bacteria (fig. 14a) y en el carril 4 correspondiente al DNA genémico de la linea
9 (2b).

B M S S T R ()

o WS B b L e S Dl (1)

1000 pb |-
750 pb

500 Pb

250 pb

Figura 14. Amplificacion del gen vir D2 por PCR. a) 1: marcador molecular 1kb, 2: plantula
invitro 3: linea 2, 4: linea 1, 5: linea 15 (+), 6: linea 7, 7: linea 13, 8: linea 12, 9: linea 9 y 10:
plasmido ATCC 15834 b) 1: marcador molecular 1kb, 2: linea 15, 3: linea 13, 4: linea 9, 5:
linea 4, 6: linea 5, 7: linea 6, 8: linea 3, 9: linea 10 y 10: DNA de A. rhizogenes ATCC 15834.
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VI11.3 Identificacion y cuantificacion de acido ursolico y acido oleandlico por CLAR en

cultivo de raices transformadas de L. caulescens

Para la identificacion y cuantificacion de los metabolitos de interés, se realizaron los extractos
diclorometanicos correspondientes con el material seco obtenido de las 15 lineas de raices
transformadas, en la tabla 11 se muestran los rendimientos obtenidos de cada uno de los

extractos diclorometanicos.

Tabla 11. Rendimientos de los extractos diclorometanicos de raices transformadas.

e Peso Seco Rendimiento Linea Peso Seco Rendimiento
(9) 9 % @ g %

1 2.742 0.021 0.78 9 2.727 0.025 0.92
2 3.324 0.022 0.66 10 1.6 0.023 141
3 1.029 0.011 1.06 11 0.846 0.014 1.62
4 1.082 0.017 1.58 12 0.501 0.009 1.70
5 1.377 0.031 2.22 13 0.179 0.003 1.45
6 3.3362 0.0335 1.004 14 0.7716 0.0113 1.464
7 3.337 0.04 1.199 15 0.6277 0.0101 1.609
8 0.7611 0.0131 1.706

Para identificar y cuantificar los triterpenos de interés en los extractos diclorometanicos
de raices transformadas, se determinaron los tiempos de retencion (TR) de los estandares puros
en los perfiles cromatograficos, asi como su espectro de absorcion correspondiente. Estos datos
se obtuvieron con las condiciones cromatograficas mencionadas en la seccién de metodologia;
el &cido ursdlico y oleandlico presentaron un TR de 10.67 + 0.01 min y de 10.36 + 0.09 min,
respectivamente (Fig. 15). Por la similitud en los TR de estos acidos se realizé una mezcla con

los estandares de acido ursélico y oleandlico para implementar el método de analisis de
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cuantificacion del extracto diclorometanico de los diferentes tratamientos a evaluar mediante

CLAR.

Figura 15. Cromatogramas de los estandares de acido ursélico y oleandlico. a) Acido ursélico
TRde 10.67 + 0.01 min. b) Acido oleanélico 10.36 + 0.09 min c) Mezcla de acido ursolico y
oleandlico. d) Espectro de absorcion de acido ursélico. e) Espectro de absorcién de acido
oleandlico.

Para determinar la cantidad de metabolitos de interés presentes en los extractos de las 15 lineas
evaluadas, se realizaron curvas de calibracion con los estandares puros de acido ursélico y

oleanolico, graficando la concentracion del analito versus altura de pico, en las graficas 1y 2
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podemos observar los resultados obtenidos de este proceso, cabe resaltar que para ambas curvas

el valor de coeficiente de correlacion para la regresion lineal fue mayor a 0.99 en ambos casos.

25000 + a
y =222.23x + 168.87

20000 - R? = 0.9964
15000 -

A

> 10000 -
5000 -

O - T T
0 20 40 60 80 100

Concentracion de acido ursolico [ pg/mi]

Gréafica 1. Curva de calibracion del estandar de acido ursoélico.

25000 - b

y =222.23x + 168.87
R?=0.9964
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15000 -
<
D
10000 -
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Concentracion de acido oleandlico [ pg/ml]

Gréafica 2. Curva de calibracion del estandar de acido oleandélico.
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A continuacion, en la figura 16 se muestran los cromatogramas obtenidos de las lineas 1y 5, los
demés cromatogramas se encuentran en el anexo 1. Cabe sefialar que en todas las muestras
analizadas se observa la presencia de AU y AO, asi como una similitud en el perfil

cromatografico.

oo

0.025-

0020

0,015+

b

0.005-

T T T T T T T T T T T T
1.00 200 am 400 500 B0 7.00 800 a00 1000 1100 12.00 1200 14.00 1500 1600 i7.00 1800 1300 2000
Minutes

0.025-

0.020-

0015+

o uusr“_r/J
0.000~
T

T T T T T T T T T T
10.00 11.00 1200 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
Miutes

Figura 16. Cromatogramas de los extractos diclorometanicos de raices transfrmadas de L.
caulescens. a) Linea 1y b) Linea 5.

En todos los cromatogramas se observa la presencia de los compuestos de interés, los picos
correspondientes a dichos triterpenos se encuentran sefialados con base al TR obtenido en la
curva de calibracién. Estos resultados nos indican que todas nuestras lineas son productoras de
acido ursolico y oleandlico, sin embargo, los analisis estadisticos (ANOVA y prueba de Tukey)

indican una variacion significativa en la acumulacion de los compuestos entre las lineas. En la
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tabla 12 podemos observar el contenido obtenido en la cuantificacion de cada uno de los
extractos diclorometanicos obtenidos de las diferentes lineas de raices transformadas.

Tabla 12. Acumulacion de &cido ursolico y oleandlico en las 15 lineas de raices transformadas
de L.

caulescens.

Concentracion de triterpenos Concentracion de triterpenos

Linea (mg/g peso seco) Linea (mg/g peso seco)
AU AO AU AO

1 0.104 + 0.002" 0.165 +0.006" 9 0.141 + 0.019%¢ 0.214+0.034¢f
2 0.106 + 0.02" 0.185+0.0229" 10 0.210 + 0.0068 0.333+0.008°
3 0.150 + 0.002EFC¢  0.235+0.001°% 11 0.165 + 0.003PEF  0.205+0.003¢f
4 0.141 + 0.003C 0.213+0.002¢f 12 0.212 + 0.0058 0.338+0.007°
5 0.288 + 0.003* 0.516+0.005% 13 0.170 + 0.017PF 0.201+0.026%
6 0.138 + 0.003¢ 0.242+0.003" 14 0.221 + 0.0038 0.311+0.005°
7 0.174 + 0.003PE 0.329+0.006% 15 0.182 + 0.003¢P 0.280+0.0042°
8 0.207 + 0.002B¢ 0.288+0.004%

Nota: letras diferentes representan diferencias significativas, mayusculas para AU y mindsculas para AO

La linea 5 fue la mayor productora de ambos compuestos con rendimientos de 0.288 +
0.003 mg/g de peso seco de raiz para el de &cido ursélico y 0.516 + 0.005 mg/g de peso seco de
raiz para el &cido oleandlico (tabla 16); en caso contrario, la linea 1 fue la de menor rendimiento,
con acumulaciones de 0.104 + 0.002 mg/g de peso seco de raiz y 0.165 + 0.006 mg/g de peso
seco de raiz para el acido ursélico y oleandlico respectivamente (tabla 16). Estas dos lineas de
raices transformadas se seleccionaron para posteriores tratamientos, tomandose en
consideracién las caracteristicas del crecimiento de las raices, es decir las que menos se
aglomeraban y no formaban estructuras tipo callo, ademas del comportamiento contrastante en

la produccion de los compuestos y produccién de biomasa.
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VI111.4 Cinética de crecimiento de raices transformadas de L. caulescens

Para caracterizar los cultivos de raices transformadas de L. caulescens fueron monitoreados

diversos parametros, como son: peso fresco y seco de la biomasa obtenida, conductividad, pH

y consumo de azucares. El valor maximo de peso seco fue de 0.33 g para la linea 1 al dia 35,

mientras que para la linea 5 fue de 0.38 g en la muestra del dia 30 (grafica 3).
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Gréafica de peso fresco vs peso seco de raices

transformadas de L. caulescens, linea 5
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Gréfica 3. Peso fresco y peso seco vs tiempo de las lineas 1 (a) y 5 (b) de raices

trasformadas de L. caulescens.
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Al graficar los logaritmos de los pesos secos de ambas lineas (grafica 4), se pudo observar que

el crecimiento del cultivo presenta un comportamiento atipico al de una cinética de crecimiento

de primer orden, por lo que no se pudieron determinar los tiempos de duplicacién y la velocidad

de crecimiento.
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Gréfica 4. Logaritmo natural de peso seco de las lineas 1 (a) y 5 (b) de raices trasformadas de

L. caulescens.
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VI111.4.1 Determinacion de la conductividad del medio de cultivo

Dentro de los pardmetros indirectos para observar el incremento de biomasa a lo largo de la
cinética tenemos el valor de conductividad (A) en el medio de cultivo el cual nos indica la
presencia de iones, los valores de la A disminuyen a medida que la biomasa aumenta, siendo
estas curvas con una tendencia inversa entre ellas a lo largo del tiempo. En la grafica 5 podemos

observar estas tendencias en las lineas 1 y 5.

10.4
10.3

{0.2

peso seco (g)

Counductividad (mS)
w

10.1

= Conductividad (m(S)
0 5 10 15 20 25 30 35 =3 Peso seco (g)
Tiempo (dias
a) po ( )

10.4
10.3

10.2

Conductividad (mS)
w
peso seco (g)

10.1

=#— Conductividad (mS)

0 5 10 15 20 25 30 E Peso seco (g)

b) Tiempo (dias)

59



RESULTADOS

Gréfica 5. Conductividad y peso seco vs tiempo de las lineas 1(a) y 5 (b) de raices
trasformadas de L. caulescens.

VI111.4.2 Determinacion del pH en el medio de cultivo durante la cinética de crecimiento

El comportamiento de pH del medio de cultivo durante los primeros 20 dias es muy variable en
ambas graficas (grafica 6) podemos observar que desde el TO hay una disminucion considerable
de pH, con valores por debajo de 5, para el caso de la linea 1 los valores incrementan hasta el
dia 10, después del dia 15 el valor se mantiene estable en un rango de 5.3 a 5.5 hasta el final de

la cinética.

En la linea 5 podemos observar que los primeros 20 dias los valores de pH son muy inestables,
transcurrido este tiempo se observa ya un equilibrio con valores entre 4.7 y 4.9, mas acido que
en la linea 1, este periodo de tiempo corresponde con la fase estacionaria del cultivo como se
observo en gréficas pasadas.

Los datos registrados muestran un comportamiento tipico de un cultivo, ya que los tejidos
vegetales tienden a acidificar en la fase de adaptacion esto debido a la asimilacion del amonio,
posteriormente cuando los nitratos son consumidos se ve un incremento de pH cercano a los
niveles basales lo cual esta relacionado con el incremento de biomasa y lo podemos observar en

las gréficas en donde los valores de pH se estabilizan durante la fase estacionaria.
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Gréfica 6. pH y peso seco vs tiempo de las lineas 1 (a) y 5 (b) de raices trasformadas de L.

caulescens.
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V111.4.3 Estudio cinético del consumo de azUcares

El consumo de azucares esté directamente relacionado con el incremento de la biomasa, en la
grafica 7 podemos observar dicho comportamiento. Para ambas lineas, después del dia 5, los
niveles de sacarosa disminuyeron; después del dia 10 se incrementan los niveles de glucosa,

fructosa, y monosacaridos producto de la hidrélisis de la sacarosa.

En la gréafica de la linea 1, observamos este comportamiento donde los niveles de glucosa son
inferiores a los de fructosa y estan relacionados con las fases de crecimiento de biomasa, después
del dia 15 los niveles de glucosa disminuyen lo cual esta relacionado con lo que podria ser la

fase exponencial de la cinética.

Para el caso de la linea 5 el comportamiento del consumo de azucares es similar al de la linea 1,
después del dia 20 los niveles de glucosa y fructosa disminuyen lo cual coincide con los tiempos
de la fase exponencial de crecimiento, en esta linea también podemos observar una preferencia

de consumo de glucosa en comparacién con fructosa.
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Gréfica 7. Concentracion de azucares vs tiempo de las lineas 1 (a) y 5 (b) de raices
trasformadas de L. caulescens.

Es importante resaltar que la cinética fue de tipo lote, cuidando de mantener las mismas
condiciones para disminuir la variabilidad en los resultados, sin embargo, en algunos parametros

podemos observar que la desviacién estandar en algunos es muy grande.

VI111.4.4 Estudio cinético de la produccion de AUy AO

Con la biomasa obtenida durante la cinética, se elaboraron los extractos diclorometanicos y se
determind la produccion de AU y AO. Los rendimientos obtenidos de AU para la linea1ly 5
son de 1.05 £ 0.01 mg/g y 1.69 £ 0.02 mg/g respectivamente y de 1.14 +0.01 mg/g de AO para
la linea 1 y 1.83 £0.02 mg/g para la linea 5. En el cultivo se observa una disminucion en la
produccion de triterpenos durante los primeros cinco dias postinoculacion, posiblemente
relacionada con la fase de adaptacion de crecimiento de las raices. Luego, la produccion de
triterpenos incrementa a valores similares a los determinados en el momento de la inoculacion,
la cual coincide con la fase exponencial. Durante la fase estacionaria, la produccion se ve

disminuida y se mantiene constante, estos datos los podemos observar en la grafica 8.
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Grafica 8. Gréfica de produccion de AU y AO en cultivo de raices transformadas de L.
caulescens durante la cinética de crecimiento.

VI111.5 Efecto de la concentracion de sacarosa en cultivos de raices transformadas de L.

caulescens

Después de las 4 semanas de cultivo, se observaron diferencias fenotipicas en las raices
cultivadas con concentraciones de 60 g/l de sacarosa ya que presentaron signos de oxidacion

(coloracion marrdn), mientras que aquellas cultivadas con 30 y 45 g/l de sacarosa (Fig. 17)
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visualmente fueron més alargadas, definidas y sin signos de oxidacion, esto fue observado tanto

en lalinea 1 como en la 5.

Figura 17. Efecto en la biomasa de raices transformadas crecidas a diferentes concentraciones
de sacarosa. A) 15 g/I, B) 30 g/l, C) 45 g/l y D) 60 g/I. Las iméagenes corresponden a la colecta
después de cuatro semanas de cultivo. El recuadro verde corresponde a la linea 1, recuadro
anaranjado corresponde a la linea 5

Las lineas 1 y 5 crecidas en estos tratamientos mostraron un incremento de peso Sseco
proporcional a la concentracion de sacarosa (Fig. 19, r> = 0.96, P <0.001 para L1y r>=0.91, P
< 0.001 para L5), siendo los tratamientos de 15 g/l de sacarosa los que presentaron el menor
rendimiento en peso seco, mientras que la maxima produccion de biomasa se obtuvo al utilizar

una concentracion de 60 g/l de sacarosa (Fig. 18A y 18B).
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Figure 18. Regresion lineal entre la acumulacion de biomasa del cultivo de raices
transformadas contra la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo. A) L1 r? = 0.96,
P<0.001yB)L5r>=0.91, P <0.001.
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Con la biomasa obtenida de cada tratamiento, se realizaron los extractos diclorometanicos para
cuantificar la produccion de acido ursélico y acido oleandlico. En la tabla 13 podemos observar
los resultados obtenidos. Se observé un efecto lineal entre la concentracion de sacarosa en el
medio y la produccidn de triterpenos, lo anterior implica que al incrementar la concentracion de
sacarosa aumenta la acumulacion de AU y AO en ambas lineas. Sin embargo, las raices crecidas
en medio adicionado con 60 g/l de sacarosa presentan mayor oxidacion que las crecidas en
medios con menor concentracion del disacarido. Por lo tanto, se eligié el medio suplementado
con 45 g/l de sacarosa para realizar los siguientes experimentos, ya que bajo estas condiciones
los cultivos presentaron mejores caracteristicas fenotipicas; observandose un crecimiento méas
alargado de las raices y una disminucion en la aglomeracion de biomasa comparado con el resto

de los tratamientos.

Tabla 13. Efecto de la concentracion de sacarosa en la acumulacion de AU y AO en las raices
transformadas cultivadas durante 4 semanas en medio MS modificado.

Sacarosa (g/l) Lineal Linea5
AU" AO" AU AO"
15 0.140 + 0.003" 0.176 +£0.010°  0.148 £ 0.005% 0.174 + 0.006°
30 0.124 +0.08 0.189 + 0.0"B 0.145 +0.002% 0.213 +0.008"
45 0.124 +0.0038 0.177 +£0.006®  0.164 +0.007* 0.224 +0.0074
60 0.139 +0.002* 0.198 +0.006"  0.124 +0.002° 0.183 + 0.002"

* Los datos de AU y AO corresponden a mg/g peso seco de raices. Letras diferentes muestran diferencias
significativas. Prueba de comparacion multiple de Tukey con p< 0.05.
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V111.6 Efecto de la concentracion de NOs™y PO43 en la producciéon de biomasa y terpenos

en raices transformadas de L. caulescens

La modificacion de nutrientes (NO3:PO.*) en el medio MS2 repercuti6 en el fenotipo de las
raices. En los tratamientos con menor concentracion de NO3z™ (13.7 mM) en combinacion con
las diferentes concentraciones de fosfatos, se logro tener cultivos con raices alargadas, evitando
la aglomeracion de biomasa caracteristico de este cultivo en las condiciones tipicas de
crecimiento (MS2). En los tratamientos con relacion 27.4, 41.1 'y 54.8 mM I'de NOs™ con 0.62
mM It de POs* y 27.4:1.88 mM It de NO3:PO4* se observd una disminucion en el desarrollo
de las raices, formandose un aglomerado de biomasa en el centro del cultivo de color marrén
(oscuro) (Fig. 19).
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Figura 19. Morfologia de las raices pilosas de L. caulescens después de 30 dias de cultivo en
medio MS2 modificado en las concentraciones de nitratos y fosfatos. 19A corresponde a la

linea 1 y 19B linea 5.

En la linea L1, no se evidencié ningun efecto en la produccion de biomasa en respuesta a la
adicion de nitratos y su interaccion con los fosfatos (Fe;e4 = 0.812 y P > 0.05); sin embargo, la
modificacion de fosfatos en el medio de cultivo si influydé de manera significativa (Fz.64 = 3.986

y P <0.05) en la produccidn final de biomasa de cultivos de raices pilosas de L. caulescens de

esta linea (gréfica 9).
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Gréafica 9. Acumulacion de biomasa de la linea 1 de raices pilosas cultivadas en medio MS2
modificado en la concentracién de nitratos y fosfatos.
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La linea L5 presenta un comportamiento similar a L1, la adicion de fosfatos al medio de cultivo
tuvo un efecto estadisticamente significativo (Fe;64=4.720 y P<0.01) en la acumulacién de
biomasa. A concentraciones 1.25, 1.88 y 2.5 mM de PO4* se promueve una mayor produccion
de biomasa en las raices pilosas (Figure 10). Por otro lado, las modificaciones de nitratos (Fz:e4
=2.383 y P > 0.05) y la interaccién de estos con los fosfatos (Fg:64= 0.623 y P > 0.05) influyo

significativamente en el peso seco de raices pilosas entre los tratamientos.
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Gréafica 10. Acumulacién de biomasa de la linea 5 de raices pilosas cultivadas en medio
MS2 modificado en la concentracion de fosfatos Letras diferentes nos representa que
existen diferencias significativas.

Por su parte, la modificacion de NO3:PO4* influyé en la acumulacion de AU y AO de ambas
lineas de raices transformadas. En L1 la produccion de AO presento diferencias significativas
(Fo.32 = 18.654 y P < 0.001) entre las diferentes concentraciones de NO3z:PO4> siendo el
tratamiento con relacion 27.4:1.25 mM de NO3;:PO.* el de mayor acumulacion de AO (0.182
mg/g) y 0.04 mg/g fue la menor concentracion en el tratamiento con una relacion de 13.7:2.5

NO3:PO.* (grafica 11A). La concentracion de AU también presentd diferencias significativas
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entre las interacciones de NO3:PO4* (Fg:32=10.013 y P<0.001). El 4cido ursélico se obtuvo en

mayor concentracion al utilizar una relacion de 1.25 mM de PO4* con 27.4 mM de NOs™, con

una concentracion de 0.17 mg/g de peso seco. La concentracion mas baja de AU se obtuvo en

una relacion de 13.7:2.5 de NO3:PO4*, con un rendimiento de 0.04 mg/g de peso seco (Grafica

11B).
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Gréfica 11. Efecto de la concentracion de fosfatos en la acumulacion de AU y AO en raices
pilosas cultivadas en medio MS/B5 modificado. A) L1 y B) L5. Letras diferentes nos
representa que existen diferencias significativas.

En la linea L5 no se observaron diferencias significativas en la produccion de AU y AO. Al
evaluar la modificacion en la relacion de NOs:PO4* en el medio de cultivo para la produccion
de AO no se observa diferencias significativas (Fo,32=0.001 y P>0.05); sin embargo, los fosfatos
si influyeron en su produccion (Fz:32=4.368 y p<0.05) al igual que los nitratos (F3;32=9.318 y
p<0.001), siendo el tratamiento de 13.7:1.25 mM de NOs:PO4> el de mayor acumulacion de

AO con un rendimiento de 0.18 + 0.01 mg/g de peso seco.

No hubo produccion de AU en L5, excepto en el tratamiento 13.7:0.62 mM de NO3z:POs>con
un rendimiento de 0.154 +0.001 mg/g de peso seco. En la tabla 14, se muestra la acumulacién

de AU y AO en todos los tratamientos evaluados en las lineas L1y L5.
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Tabla 14. Produccion de AU y AO en lineas de raices transformadas de L. caulescens crecidas
bajo diferentes concentraciones de NO3:PO43

Linea L1 Linea L5
Trat. Peso UA OA Peso UA OA
seco** seco**

mg/g* mg/g* mg/g* mg/g*
Al 1.89+0.03 0.153+0.024B¢ 0.173 +£0.0248 1.71£0.03 - 0.133 £0.0248
A2 1.95+0.04 0.131+0.01B¢  0.141 + .02B¢P 1.71£0.07 - 0.084 +.02B
A3 2.04+0.04 0.141+0.027B¢ 0.147 £ 0.027B 1.75£0.02 - 0.091 +0.01B
Ad 1.83+0.04 0.156 +0.002”® 0.170 £0.002ABC 1.49+0.05 - 0.106 +0.001 ABCD
B1 1.95+0.06 0.139+0.0148¢ 0.160 +£0.017B®  1.93+0.06  0.154+0.001”*  0.182 +0.09*
B2 1.71+0.05 0.168+0.014 0.183 £0.014 2.01+0.04 - 0.101 £0.0018
B3 2.21+0.10 0.148 £0.02ABC¢ 0.164 +0.0248C0  1.82+0.06 - 0.082 £0.001 8
B4 2.04+0.03 0.141+0.017B¢ 0.154+0.017BC  1.80+0.04 - 0.113 £ 0.00248
C1 1.64+0.06 0.118+0.001¢ 0.142+0.0025°°  1.78+0.05 - 0.092 £0.001 8
C2 2.22+0.03 0.123+0.0015 0.136 +0.001°°P 1.77£0.02 - 0.094 +0.0018
C3 1.67+0.05 0.130+0.02B¢  0.142 +0.0258¢P 1.85£0.06 - 0.077 £0.001 8
C4 1.72+0.05 0.133+0.014B¢ 0.143 + 0.05B¢P 1.78£0.04 - 0.089 + 0.003 B
D1 2.11+0.02 0.043 +0.007° 0.050 + 0.006E 2.07+0.05 - 0.114 £ 0.002 48
D2 1.93+0.05 0.119+0.0007°¢ 0.131+0.001°P 1.94+0.06 - 0.1+0.0028
D3 1.97£0.02 0.124+0.0028¢ 0.148 +£0.0027BP  1,89+0.03 - 0.078 £0.0028
D4 1.85+0.04 0.131+0.015¢ 0.164 £ 0.0148°P  1.74+0.03 - 0.080 +0.001 8

Los valores son las medias de 3* y 5** repeticiones +desviacion estandar

74



RESULTADOS

VI11.7 Efecto del metil jasmonato en la acumulacion de AU y AO en raices transformadas
de L. caulescens

La producciéon de AU mostr6 diferencias significativas tanto para la linea 1 (Fe;24=5.90y P
<0.001) como para la linea 5 (Fe2sa = 6.581 y P <0.001) entre la interaccion de las
concentraciones de MeJa y tiempo de elicitacion. La mayor acumulacion de AU en la linea 1 se
obtuvo con el tratamiento con una concentracion de 300 UM de MeJay un tiempo de exposicion
de 24 h, obteniendo una produccién de 0.201 £ 0.00 mg/g de peso seco. Por el contrario, el
tratamiento con menor rendimiento de AU (0.121 + 0.01 mg/g de peso seco) fue obtenido con
el tratamiento con 200 uM de MeJa elicitado por 48 h (grafica 12). De acuerdo con los analisis
estadisticos tanto las concentraciones de MeJa (Fs;2s= 34.58) como el tiempo de elicitacion

(F2:24= 28.14) influyeron en la produccion de este compuesto.
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Gréfica 12. Acumulacion de AU en cultivos de raices transformadas de L. caulescens (L1)
elicitadas con MelJa (0, 100, 200 y 300 uM) durante 24, 48 y 72 horas. Cada tratamiento
corresponde a las medias de cinco repeticiones * la desviacion estandar, letras diferentes nos
representan diferencias significativas de acuerdo con el analisis de Tukey.

Para la linea 5, el mejor rendimiento de AU se obtuvo al elicitar los cultivos con una
concentracion de 300 uM de MeJa (F3:24=49.21) por un tiempo de exposicion de 24 h (F2.24 =
23.12), obteniendo una produccién de 0.22 + 0.00 mg/g de peso seco. Por el contrario, el
tratamiento con menor rendimiento de AU (0.08 £ 0.01 mg/g de peso seco) fue obtenido con el

tratamiento control de 72 h de elicitacion (grafica 13).
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Gréfica 13. Acumulacion de AU en cultivos de raices transformadas de L. caulescens (L5)
elicitadas con MeJa (0, 100, 200 y 300 uM) por 24, 48 y 72 horas. Cada tratamiento
corresponde a las medias de cinco repeticiones * la desviacion estandar, letras diferentes nos
representan diferencias significativas de acuerdo con el analisis de Tukey.

La produccién de AO mostro diferencias significativas tanto para la linea 1 (Fe;24=6.43 y P

<0.001) como para la linea 5 (Fes;24=6.63 y P <0.001) entre la interaccidn de las concentraciones

de MeJa y tiempo de elicitacion. En la Linea 1, la mayor acumulacion de AO se obtuvo con el

tratamiento control elicitado por 72 h con una produccién de 0.22 + 0.00 mg/g de peso seco

(grafica 14). Por el contrario, el tratamiento con menor rendimiento de AO (0.13 + 0.01 mg/g

de peso seco) se obtuvo con una concentracion de 200 xM de MeJa y con un tiempo de

elicitacion de 48 h. De acuerdo con los andlisis estadisticos tanto las concentraciones de MeJa

(Fs;24= 33.03) como el tiempo de elicitacion (F2;2a= 26.37) influyeron en la produccion de este

Compuesto.
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Gréfica 14. Acumulacion de AO en cultivos de raices transformadas de L. caulescens (L1)
elicitadas con 0, 100, 200 y 300 uM de MelJa durante 24, 48 y 72 horas. Cada tratamiento
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corresponde a las medias de cinco repeticiones * la desviacion estandar, letras diferentes nos
representan diferencias significativas de acuerdo con el analisis de Tukey.

Los tratamientos correspondientes a los cultivos de la linea 5 mostraron diferencias
significativas (Fe;24=6.631y P <0.001), el mejor rendimiento de AO (0.24 £+ 0.00 mg/g de peso
seco) se obtuvo elicitando los cultivos por 24 h con una concentracion de 300 uM de MeJa. El
tratamiento con el menor rendimiento de AO (0.07 £ 0.00 mg/g de peso seco) fue obtenido con
el tratamiento control con un tiempo de elicitacion de 72 h (gréafica 15); el analisis de Tukey nos
muestra que la mejor concentracion para la produccién de AO en la Linea 5 es de 300 UM (F3:24
=36.88 y P <0.001), y 24 h es el mejor tiempo de elicitacion (F2;24 = 43.37 and P < 0.001),
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Gréfica 15. Acumulacion de AO en cultivos de raices transformadas de L. caulescens (L5)
después de la elicitacion con 0, 100, 200 y 300 uM de MeJa durante 24, 48 y 72 horas. Cada
tratamiento corresponde a las medias de cinco repeticiones + la desviacion estandar, letras
diferentes nos representan diferencias significativas de acuerdo con el analisis de Tukey.

V111.8 Efecto de MeJa en la acumulacion de AR en raices transformadas de L. caulescens
Para determinar la presencia de acido rosmarinico en los extractos metanolicos de las lineas 1y
5 de raices transformadas, asi, como en planta silvestre de L. caulescens, se realiz6 previamente

una cromatografia en capa fina con los diferentes extractos a evaluar (Fig. 20),

La cromatografia en capa fina realizada para los extractos de las lineas de raices transformadas
y planta silvestre revela la presencia de AR en los extractos metanolicos, presentando un RF de
0.71(Fig. 20).
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<«— AR: 4cido rosmarinico

: extracto diclorometanico de raiz silvestre

: extracto diclorometanico de hoja joven silvestre

: extracto diclorometanico de hoja madura silvestre
: extracto metanolico de raiz silvestre

: extracto metanolico de hoja joven silvestre

: extracto metanolico de hoja madura silvestre

: extracto metanolico de linea transformada L5

~NOoO OB WN -

Figura 20. Identificacion de AR en cromatografia en capa fina de extractos diclorometanicos
y metanolicos de planta silvestre y raices transformadas de L. caulescens.

Los resultados de la CLAR confirmaron la presencia del AR en las raices pilosas y la planta

silvestre. El tiempo de retencion observado para el AR fue de 14 min y su absorcién fue de
329.2 unidades (Fig.21)
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i

508 & B o4 & o8 o3 B

Figura 21. Determinacion de AR por CLAR. A) Perfil cromatografico del estandar de acido
rosmarinico. B) espectro de absorcion de AR.

Una vez determinada la presencia de AR por cromatografia en capa fina en los distintos
extractos y a su vez establecidas las condiciones de deteccion de AR por medio de HPLC, se
realiz6 una curva de calibracion para cuantificar el contenido de AR a través de las areas
obtenidas bajo la curva. La grafica 16 nos muestra los resultados de la curva de calibracion,

mostrando una r? con valor de 0.9899.
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Grafica 16. Curva de calibracion de AR. r2=0.9899
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En cada uno de los cromatogramas obtenidos de los extractos evaluados de planta silvestre y
raices transformadas de las lineas 1 y 5, se observo la presencia de AR, en la Fig. 22, podemos
observar los cromatogramas correspondientes a los extractos de hoja joven de planta silvestre,

control de L1 y control de L5. El resto de los cromatogramas obtenidos, los podemos ver en el

anexo 1.
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Figura 22. Cromatogramas de acido rosmarinico de raices transformadas y planta silvestre de
L. caulescens. a) hoja joven de planta silvestre b) linea 1 de raices transformadas c) linea 5 de
raices transformadas

Los resultados estadisticos realizados a los cultivos elicitados de la linea 1 de raices
transformadas de L. caulescens mostraron diferencias significativas entre los tratamientos al
evaluar la interaccion de las concentraciones de MeJa versus tiempo de elicitacion (Fe;2a= 525.0
y p < 0.001). La prueba de Tukey mostré que una concentracién de 100 uM de MeJa (P3:24=
976.5) y un tiempo de elicitacion de 24 h (P2;24= 4013.3) fueron las condiciones favorables para

la acumulacién de compuestos.

De acuerdo con los resultados estadisticos, la mayor acumulaciéon de AR (85.48 + 1.32 mg/g de

peso seco) en la linea 1 se obtuvo al tratar las raices por 24 h con 100 uM de MeJa (grafica 17).
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Gréfica 17. Acumulacion de AR en cultivos de raices transformadas de L. caulescens (L1)
elicitadas con diferentes concentraciones de MeJa (0, 100, 200 y 300 pM) y tiempos de
elicitacion. Cada tratamiento corresponde a las medias de cinco repeticiones + la desviacion
estandar, letras diferentes nos representan diferencias significativas de acuerdo con el analisis

de Tukey.

Los cultivos de raices transformadas de la L5 también mostraron un incremento significativo de
AR en todos los tratamientos elicitados respecto a los controles (Fe;24= 1491.0 y p < 0.001)
(gréfica 18). EI mayor rendimiento de AR fue de 60.27 + 0.88 mg/g de peso seco en el

tratamiento elicitado por 24 h con una concentracion de 200 uM de MeJa.

La prueba de Tukey realizada entre las concentraciones de MelJa (Fs;24= 41149y p < 0.001) y
tiempo de elicitacion (F2:24= 695.8 y p < 0.001), nos muestran que 300 uM de MeJa 'y 24 h de

exposicion son las condiciones mejores para la acumulaciéon de AR en esta linea.
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Gréfica 18. Acumulacion de AR en cultivos de raices transformadas de L. caulescens (L5)
elicitadas con diferentes concentraciones de MeJa (0, 100, 200 y 300 pM) y tiempos de
elicitacion. Cada tratamiento corresponde a las medias de cinco repeticiones + la desviacién
estandar, letras diferentes nos representan diferencias significativas de acuerdo con el analisis

de Tukey.

La siguiente tabla nos muestra el rendimiento obtenido en cada uno de los diferentes

tratamientos elicitados tanto para la L1 y L5 de raices transformadas.
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Tabla 15. Produccion de acido rosmarinico en lineas de raices trasformadas elicitadas con
metil jasmonato.

Linea TE (h) Concentracion de metil jasmonato (LM)
Control 100 200 300
Produccion de AR (mg/g peso seco)
24 65.00 £ 0.78° 79.74+0.69®  85.48 +1.32% 48.05 + 0.80"

L1 48 45.17 +0.45°H 56,10+ 0.50° 46.66 +0.377°H  46.59 + 0.3g87¢H
72 41.66+0.31' 52.81 +1.06F 44,70 + 0.37" 46.95 + 0.497¢

24 21.60+0.38" 20.11 +0.68"" 60.27 + 0.88 38.71 + 0.46°
L5 48 18.64 £ 0.25' 26.19 +0.57¢ 29.62 + 0.65F 43.01 + 0.568
72 10.71 +0.34°  34.69 + 0.40F 25.37 +0.11¢ 024 4 0 39C

* TE: tiempo de elicitacidn, los valores son las medias de 5 repeticiones + desviacion estandar.

Los extractos metandlicos de planta silvestre fueron evaluados por CLAR, observandose una
produccién de AR menor comparada con la obtenida en los cultivos de las lineas 1 y 5 de
raices transformadas de L. caulescens. En la tabla 16 se muestran los rendimientos que

presentaron los deferentes tejidos evaluados.

Tabla 16. Produccion de acido rosmarinico en planta silvestre de L. caulescens.

Tipo de explante Material vegetal (Q) Rendimiento Produccion de AR
extracto (g) (mg/g de peso seco)
Raiz 84.28 8.90 14.15+0.09
Hojas jovenes 47.37 6.38 27.70 £ 0.27
Hojas maduras 175.13 25.30 28.08 £ 0.53
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IX. DISCUSION

Las investigaciones para la busqueda, produccion e incremento de metabolitos secundarios en
sistemas de cultivo in vitro de tejidos vegetales cada vez son mayores. El cultivo de raices
transformadas sigue siendo una de las estrategias mas usadas para la produccion de
biomoléculas bioactivas, debido a las caracteristicas que este tipo de cultivo presenta, como el
rapido crecimiento de biomasa, la estabilidad genética, y en muchos de los casos una produccion
mayor de metabolitos secundarios a los de la planta silvestre.

En el presente trabajo logramos establecer un cultivo de raices pilosas de L. caulescens,
productoras de AU, AO y AR. La eficiencia de transformacion del 75% observada en este
estudio al utilizar la cepa ATCC 15834 es alta al observar otros reportes en especies de la misma
familia ademas de un estudio previo en nuestro grupo de trabajo utilizando la misma cepa a una
DOsoonm de 0.5 empleando explantes de hoja utilizando el método de corte (realizar un corte al
explante con el bisturi infectado de la solucion bacteriana), para el método de sumergido, como

es el caso de nuestra metodologia, se obtuvo un 57.14% (Moreno, 2015). Al utilizar las cepas

A4y K599 no se generaron raices transformadas, lo que nos sugiere que puede existir una
especificidad de la cepa de A. rhizogenes para lograr la transformacion de L. caulescens. En
estudios realizados en especies de la familia Lamiaceae como Salvia castanea al emplear la cepa
ATCC 15834 se observé hasta un 8 % de induccidn de raices pilosas en los explantes inoculados

después de 5 semanas de cultivo (Li, et al. 2016) en Agastache foeniculum obtuvieron un 51.1%

y 6.66% de induccion de raices pilosas con las cepas A4 y 9435 respectivamente, en explantes
de hoja de un mes de edad (Nourozi, et al. 2014); en Origanum vulgare reportan una respuesta

de induccidn de raices en explantes de hoja del 91.3 % al utilizar las cepas ATCC 15834 y K
599 a una DOsgoonm de 0.8; en Ocimum tenuiflorum. no se obtuvo raices pilosas al utilizar la cepa

A4, mientras que la cepa LBA 9402 genera un 76.66 % de respuesta (Sharan, et al. 2019); en

especies de otras familias como Bacopa monnieri la frecuencia de induccion de raices pilosas
con las cepas A4 y LBA 9402 de A. rhizogenes fue de 31.31 £ 1.24% y 26.03 £ 3.14%,

respectivamente (Majumdar, et al. 2011), en especies de Capsicum, la frecuencia de induccion

fue en un rango de 54-70% con la cepa ATCC 15834 después de un mes de cultivo (Setamam,
et al. 2014)
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La seleccion de una cepa efectiva de A. rhizogenes para la generacion de cultivos de raices
transformadas depende muchas veces de la especie de la planta y esto solo se determina
empiricamente. En este trabajo no se obtuvo respuesta con las cepas A4 y K599, solo la cepa
ATCC 15834 origino las 15 lineas de raices transformadas reportadas en esta tesis. EI fenotipo
y la acumulacion de metabolitos fue diferente entre ellas, esto se observa con frecuencia en
cultivos de raices pilosas debido a la insercion de los genes rol, existen diversos estudios en los
que se ha demostrado la funcion individual o en combinacion unos con otros de estos genes en
diferentes especies de plantas. Nosotros sélo pudimos confirmar la insercion del gen rol B en
11 de las 15 lineas evaluadas. En la linea 5 se obtuvo la mayor acumulacion de AUy AO y en
esta linea se logrd confirmar la insercion del gen rol B, por otro lado, la linea 1 no amplifico
para el rol B, lo que sugiere que probablemente pueda tener la insercion del gen rol C, cabe
sefialar que se tratd de amplificar el gen rol B en varias ocasiones en esta linea y no amplifico
en los demas ensayos y la produccion de AU y AO fue menor que todas, Bulgakow (2008)
menciona que este gen es un inductor del metabolismo secundario y al mismo tiempo un

inhibidor del crecimiento celular.

La insercion de uno o varios genes rol hace que el cultivo de raices genéticamente transformadas
sea una alternativa para la produccion de moléculas bioactivas y produccion de biomasa, debido
a la estabilidad genética y bioguimica que presentan por largos periodos de cultivo. Ademas de
ello, la produccion de metabolitos secundarios, el crecimiento y el rendimiento total de biomasa
pueden mejorar, modificando algunos pardmetros de las condiciones de cultivo como lo son el
nivel de sacarosa, el uso de reguladores exdgenos de crecimiento, modificaciones en la fuente y

cantidades de nitrogeno, luz, temperatura, entre otros (Rawat, 2019).

Una de las fuentes mas empleada en los medios de cultivo de células y tejidos es la sacarosa, ya
que es uno de los carbohidratos presentes en la savia del floema de muchas plantas. La sacarosa
ademas de ser una fuente de energia actua como una molécula sefial que afecta el crecimiento
desarrollo y metabolismo celular en todos los estadios del ciclo de vida de las plantas, sin
embargo, a concentraciones altas puede ocasionar la produccidén de especies reactivas de

oxigeno y polifenoles (Tabar, et al. 2019; Reis, et al. 2019).
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Al evaluar el efecto de la modificacion de concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, los
analisis estadisticos mostraron un crecimiento de la biomasa proporcional a la concentracion de
sacarosa utilizada en el medio de cultivo. A concentraciones de 15 g/l el crecimiento fue menor,
obteniéndose la mayor produccion de biomasa en los niveles mas altos al utilizar 60 g/l, esto se
observd en las dos lineas evaluadas L1 y L5. Se sabe que las invertasas presentes en las células
vegetales hidrolizan la sacarosa en fructosa y glucosa presente en el medio de cultivo para su
consumo teniendo una preferencia primeramente por la glucosa que fructosa. Por otro lado, la
produccién de AU y AO no fue proporcional al incremento de sacarosa, para la linea 1 los
tratamientos con 15 y 60 g/l de sacarosa fueron los mayores productores para AU y para AO el
tratamiento de 60 g/l fue el mejor. Para L5 al utilizar concentraciones de 60 g/l de sacarosa la
produccién de AU fue menor en comparacion con los demas tratamientos, siendo el tratamiento
de 45 g/l el de mayor produccion de AU; para el caso de AO los tratamientos con 30 y 45 g/l de
sacarosa fueron los tratamientos estadisticamente mas altos para la produccion de este

compuesto.

En general se ha observado que el uso de sacarosa en el cultivo in vitro en concentraciones altas
genera cambios en el crecimiento y el metabolismo secundario. En raices transformadas de
Echinacea purpurea el incremento de biomasa se observo al utilizar 60 g/l de sacarosa, mientras

que a concentraciones de 90y 100 g/l el crecimiento fue inhibido (Tabar, et al. 2019). Resultados

similares se observaron en la especie Trifolium pratense al utilizar altas concentraciones de
sacarosa (90 y 120 g/I) combinada con &cido salicilico (140 g/l) el crecimiento de raices
transformadas fue inhibido, sin embargo, la produccion de flavonoides se vio favorecida en altas

concentraciones comparadas con las producidas en el control (10 g/l) (Reis, et al. 2019). En

Salvia leriifolia, el incremento de sacarosa en cultivo de células en suspension promovid el
incremento tanto de biomasa como de &cido cafeico y &cido salvianolico B al utilizar una
concentracion de 40 g/l, asi mismo, la produccion de &cido rosmarinico (6.409 mg /g)

incremento al utilizar una concentracion de 50 g/l de sacarosa en el cultivo (Modarres, et al

2018). En Pelargonium sidoides bajas concentraciones de sacarosa (15 g/l) disminuyeron la
produccion de acidos fendlicos, mientras que altas concentraciones (30 g/l) ocupadas en este

estudio mostraron resultados positivos (Yousefian, et al. 2020). Altas concentraciones de

azadiractina (5.2 mg/g) fueron reportadas por Srivastava y Srivastava (2012) en cultivos de
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raices pilosas de Azadirachta indica al utilizar una concentracion de 40 g/l en el cultivo. En este
estudio, se logro observar que concentraciones elevadas de sacarosa promueven una mayor

produccidn de biomasa, asi como una acumulacion de AU y AO en las lineas estudiadas.

Otros de los factores que pueden afectar el crecimiento y la produccion de metabolitos son los
niveles de nitratos y fosfatos. Se conoce que tanto el nitrégeno como el fésforo, son elementos
indispensables para un crecimiento 6ptimo de las plantas, y que la concentracion de alguno de
ellos repercute en la produccion de metabolitos secundarios, ya que dichos compuestos son los
elementos necesarios que contribuyen a la sintesis de diferentes compuestos organicos como

aminoéacidos, proteinas, enzimas y acidos nucleicos (Chrysargyris, et al. 2016). En algunos

estudios se ha observado que la deficiencia de fosfato induce la formacion y elongacién de raices

transformadas (Lopez-Bucio, et al. 2003). Los resultados obtenidos sobre la modificacién de

nutrientes mostraron un mejor crecimiento y alargamiento de las raices al utilizar una
concentracion baja de NOs (13.7 mM I?%); al utilizar concentraciones altas de nitrato
combinadas con una concentracion baja de fosfato, el desarrollo se ve desfavorecido, generando
un cultivo de raices compactas y de color marrén oscuro. Por el contrario, altas concentraciones
de nitratos con altas de fosfatos, los cultivos se ven favorecidos fenotipicamente. Sin embargo,
el analisis estadistico nos muestra que las modificaciones de fosfatos son las que nos presenta
diferencias significativas con respecto a la acumulacion de biomasa, los mejores tratamientos
incluyen las concentraciones de 1.25, 1.88 y 2.5 mM de PO+*. En un estudio realizado en
Lavandula angustifolia Mill, no se observd diferencias en el crecimiento de la planta al
modificar las concentraciones nitrogeno, por el contrario, al incrementar la de fosfatos,

observaron un rendimiento mayor de biomasa (Chrysargyris, et al. 2019), en cultivos celulares

de Catharanthus roseus, al utilizar un nivel elevado de fosfatos con un pH de 5.82 en el medio
de cultivo, el incremento de peso seco se vio favorecido, mientras que al utilizar concentraciones
elevadas de nitrogeno y fosfato, el rendimiento de peso seco se vio afectado, mostrando una

disminucion comparadas con el control (Mishra, et al. 2019). Con esto podemos concluir que el

nitrégeno y fosforo juegan un papel importante en la homeostasis de las plantas para lograr un
buen crecimiento y rendimiento de biomasa (Dlugosz, et al. 2018).

Como podemos observar, las modificaciones de las concentraciones de nitratos y fosfatos en el

medio de cultivo no solo tienen efecto sobre la biomasa, también en el rendimiento de algunos
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MSec, en el caso particular de nuestra planta de estudio, pudimos observar que esta modificacion
tuvo efecto en la acumulacion de AU y AO, siendo tal el caso que en tratamientos de la linea 5,
no se produjo AU, algunos estudios han observado comportamientos similares en relacion a la
produccién de compuestos, para el caso de Ocimum sp, al incrementar la cantidad de nitratos
obtuvieron un incremento en la concentracion de acido cafeico y &cido rosmarinico (1.45 mg/g

y 61.2 mg/g, respectivamente) (Jakovljevic, et al. 2019), en Calendula officinalis altos niveles

de OA glicosilado se obtuvieron (171.97 pg/g de peso seco) al cambiar las concentraciones de

nitrato en el medio de cultivo (Dlugosz, et al. 2018).

En este trabajo pudimos observar diferencias al modificar las concentraciones de sacarosa,
nitratos y fosfatos en el medio de cultivo. Algunos autores sugieren que la alteracion interna de
C:N podria afectar en: los genes involucrados en la asimilacion de N, fotosintesis y metabolismo
secundario, la concentracién y composicion de metabolitos, los cuales tienen importantes roles
que determinan la calidad de los cultivos y plantas medicinales y, por ultimo, la distribucion de

biomasa de la raiz al brote y la morfologia de las plantas (Deng, et al. 2019).

Ademas de las modificaciones de nutrientes y concentraciones de sacarosa en el medio, existen
otras estrategias que nos permiten incrementar tanto biomasa como la produccion de metabolitos
secundarios, una de ellas es el uso de sustancias llamadas elicitores, capaces de inducir o
desencadenar una respuesta de defensa en las plantas, incluyendo la produccion y acumulacién
de metabolitos secundarios los cuales desempefian un papel importante en la adaptacién a las

condiciones de estrés sometidas (Naik y Al-Khayri 2016).

La utilizacion del MeJa en este trabajo, resulté de gran ayuda para la acumulacion de AR en las
lineas 1 y 5 de raices transformadas de L. caulescens. EI MeJa se conoce que actlia como
segundo mensajero en varios procesos fisiologicos y también desencadena la respuesta de
defensa (incluida la biosintesis de metabolitos secundarios) contra el ataque de varios patdégenos
y herbivoros, lo que facilita la adaptacion de las plantas a condiciones de estrés (Kaur y Pati
2018). En algunas especies como Salvia miltiorriza se ha observado que las proteinas JAZ y
MYC2 son factores de transcripcion claves en los procesos de sefializacion de la via de los
jasmonatos regulando positivamente la sintesis de AR y otros compuestos fendlicos (Zhou, et
al. 2018).
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El empleo de MeJa en los cultivos de la linea 1 de raices transformadas de L. caulescens mostro
diferencias significativas en la produccion de AU y AO, sin embargo, los tratamientos control
fueron los que produjeron mas de estos compuestos en los distintos tratamientos de
concentracion y tiempo de exposicion del elicitor de acuerdo con los analisis estadisticos.

Pandey v colaboradores (2019), muestran resultados similares al utilizar MeJa como elicitor en

cultivos celulares de Ocimun basilicum en los cuales la acumulacion de AO se ve disminuida
con respecto a los tratamientos control. Algunos autores afirman que para tener éxito y eficacia
en la elicitacion para obtener un incremento de metabolitos secundarios intervienen varios
factores, como la linea celular, concentracion del elicitor, metabolito secundario a evaluar,
especificidad y tipo de elicitor, y algunas condiciones mas como la composicién del medio y el
tiempo de elicitacion ya que puede estar implicito en particular con el crecimiento celular

(Vasconsuelo v Boland, 2007; Narayani v Srivastava, 2017). En las lineas elicitadas, sélo en la

linea 5 se logro confirmar la amplificacion del gen rol b, lo que hace diferente de la otra linea,
es por ellos que las concentraciones utilizadas para incrementar la produccién de metabolitos

no necesariamente tienen que ser las mismas.

Esto se ha observado en algunos trabajos en donde una concentracion menor de elicitor result6
eficiente para el incremento de algunos metabolitos, en el caso de Morinda elliptica, los cultivos
celulares fueron elicitados con 50 mM de &cido jasmonico y la produccién de antraquinonas
incremento 1.6 veces mas comparada con el control, y cuando se increment6 la concentracion
del elicitor a 100 y 200 mM, la produccién de antraquinonas disminuyo, dando 1.4 y 1.2 veces

mas, respectivamente comparada con el control (Chong, et al. 2005). La produccion de

witanolido A, witanona y witaferina A incrementaron 50, 48 y 34 veces, respectivamente al
elicitar raices trnsformadas de Withania somnifera con 15 uM de MeJa; cualquier variacién que
se realizd en la concentracion del elicitor, resulté en una disminucién de los metabolitos

evaluados (Sivanandhan, et al. 2013).

Para el caso de la L5 se observo que la elicitacion fue favorable al utilizar una concentracion
elevada de MeJa (300 uM) con tiempos de elicitacion de 24 y 72 h, siendo estos tratamientos

los de mayor acumulacion de AU.
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La induccién y acumulacion de metabolitos secundarios en plantas por la sefializacién de MeJa,
no estd restringida a cierto tipo de metabolitos, pero incluye una variedad de productos de
metabolitos incluyendo terpenoides, flavonoides, alcaloides y fenilpropanoides ademas de

muchos mas metabolitos.

Es por ello por lo que el MeJa se ha propuesto como una molécula clave en el disefio de
estrategias de elicitacion para la acumulacion de metabolitos secundarios. En varios estudios se
ha observado que regula enzimas claves que interfieren con la biosintesis a través de la via

isoprenoide de varios compuestos bioactivos (Lambert, et al. 2011). Podofilotoxina

(Podophyllum), 6-metoxypodofilotoxina (Linum), ginsenosidos (Panax ginseng), paclitaxel y
taxanos (Taxus spp), alcaloides tropano (scopolamina y hyoscamina [Hyoscyamus niger]),
estilbenos y t-resveratrol (Vitis vinifera), &cido rosmarinico (Mentha piperita, Lavandula vera),
peruvosido (Thevetia peruviana), catarantina (un precursor de vinblastina [Catharanthus
roseus]), y artemisinina (Artemisia annua) son algunos ejemplos de metabolitos secundarios de
interés farmacéutico producidos e incrementado su acumulacion con MeJa en diferentes cultivos

in vitro (Ramirez-Estrada, et al. 2016).

Al igual que en la produccién de AU y AO para la linea 5, la elicitacion con MeJa tuvo efectos
positivos en la acumulacion de AR en las lineas 1 y 5 de raices transformadas de L. caulescens,
la concentracion de 200 uM de MeJa durante 24 h fue el mejor tratamiento para la acumulacion
de este compuesto en ambas lineas, al elicitar los cultivos por tiempos méas prolongados (48 y
72 h) se observ6 una disminucién en la acumulacién de AR. Diferentes reportes sefialan que
MeJa es una molécula util para incrementar o inducir la produccion de metabolitos secundarios.
En cultivos de raices transformadas de Salvia przewalskii al utilizar una concentracion de 400
uM de MelJa se obtuvieron valores altos del contenido de &cido cafeico y criptotanshiona al
exponer los cultivos durante 6 dias, mientras que una alta produccién de tanshinona l1A, &cido
rosmarinico y acido salvianolico B se obtuvieron durante 3 dias de elicitacion (Li, et al. 2020),

en Salvia milthorriza el MeJa ademas de incrementar la produccion de AR, también lo hizo en
la acumulacion de acido litospermico B con un alto rendimiento de aproximadamente 20% del

peso seco de raices transformadas (Xiao, 2009); en cultivos de raices transformadas de Mentha

spicata concentraciones de 100 uM el MeJa favorecid la acumulacion de cinco &cidos fendlicos

incluidos AR, acido clorogénico, acido cafeico, &cido litospermico B y acido t-cinamico.
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Especificamente para el AR al utilizar la concentracion antes mencionada obtuvieron un

rendimiento de 11.84 mas veces que la muestra control (Yousefian, et al. 2020).

En especies como Ocimum basilicum (Kintzios, et al. 2003), Perilla frutescens (Lu, et al. 2013),

Orthosiphon aristatus, Coleus blumei, Lithospermum erythrorhizon (Mizukami, et al. 1993;

Sumaryono, et al. 1991) y Agastache rugosa (Park, et al. 2016) también se ha observado un

incremento en la acumulacion de AR al elicitar los diferentes cultivos con MeJa.

Por lo que se ha observado en diferentes estudios, el MeJa considerado como una fitohormona
ha resultado favorable como elicitor en diferentes cultivos para incrementar la acumulacion
produccion de AR en especies de la familia Lamiaceae.

Los niveles de expresion de genes claves en la biosintesis del AR han sido estudiado en varias
especies, muchos de ellos correlacionados con algun tipo de estrés en diferentes tipos de cultivo
incrementando la produccion de metabolitos de interés. Fenilalanina amonio liasa y tirosina
aminotransferasa son genes encargados en las primeras etapas de dos vias biosintéticas paralelas
de &cidos fendlicos, siendo la primera la relacionada con la biosintesis de acido cafeico, lignina,

antocianidina y otros compuestos fendlicos (Yu, et al. 2014). RAS y CYP98A14 son enzimas

encargadas de la etapa final en la ruta de biosintesis de AR (Zhang, et al. 2014). En cultivo de

raices transformadas de Salvia przewalskii se observd una sobreexpresion en los genes de la
enzima CYP98A14 incrementandose al tercer dia al ser elicitados con 50 uM &cido salicilico y

400 uM MeJa, dando como resultado un incremento el contenido de AR (Li, et al. 2020). En

Salvia miltiorrhiza la sobreexpresion del gen SmTAT no incremento el contenido de AR, sin
embargo, la co-expresion de SMTAT y SmHPPR tuvo un efecto positivo en el incremento de

produccion de AR (Xio, et al. 2011). En cultivos celulares de Agastache rogosa, elicitados con

50 y 100uM de MeJa se observé la produccién de AR, asi como el analisis de expresién de los
genes PAL, C4H and 4CL implicados en la ruta biosintética. Los resultados mostraron que en
concentraciones bajas de MeJa la produccion de AR fue mayo que al utilizar una concentracién
mas elevada de MeJa, relacionando esto con la reduccion en la expresion de los genes antes

mencionados (Kim, et al. 2013). Datos similares se observaron en cultivos de segmentos nodales

de Salvia Khuzistanica, al utilizar 250 mg/l de MeJa como elicitor; estas condiciones mostraron
altos niveles de mRNA de los genes PAL, HPPR y TAT, los cuales estan relacionados con la
biosintesis de AR (Fatemi, et al. 2019).
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En este trabajo se pudo observar que la aplicacion de diferentes concentraciones de MeJa asi
como tiempo de elicitacion, influy6 en la acumulacion de AU, AO y AR en las lineas de raices

transformadas de L. caulescens.
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X. CONCLUSIONES

Se logro establecer un sistema de raices transformadas de L. caulescens utilizando explantes de
hoja mediante la cepa ATCC 15834 de A. rhizogenes. Las lineas de raices transformadas son

productoras de los compuestos AU, AO y AR.

Se determind que la concentracién de 45 g/l de sacarosa mostrd mejores resultados para la
produccién de biomasa, asi como de los compuestos AU y AO en el cultivo de raices
transformadas de L. caulescens. Por el contrario, la modificacion de NOs, PO4* no influye en

un incremento en la produccion tanto de biomasa como de los Msec evaluados.

El empleo de MeJa como elicitor incrementd la produccion de AU, AO y AR, en lineas

transformadas de L. caulescens.
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XI. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion pueden servir de base para futuros
estudios en los cuales podria estudiarse la respuesta de enzimas claves que participan en las
rutas metabdlicas de terpenos y compuestos fendlicos para determinar las condiciones 6ptimas
de cultivo para la produccion de metabolitos secundarios de interés. Por otro lado, se podrian
probar nuevas condiciones de transformacion con algunas otras cepas de A. rhizogenes para
obtener un fenotipo de cultivos diferentes para cultivarlos en medio liquido y poder escalarlos
posiblemente a biorreactores para la produccion de compuestos con interés farmacolégico como
lo son AU, AOy AR.
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ANEXO

XIll. ANEXO 1

Cromatogramas de extractos diclorometanicos de las diferentes lineas de raices
transformadas. a) Linea 2, b) Linea 3, ¢) Linea 4, d) Linea 6, €) Linea 7, f) Linea 8, g)
Linea 9, h) Linea 10, i) Linea 11, j) Linea 12, k) Linea 13, I) Linea 14, m) Linea 15.
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Background. Ursolic (UA), oleanolic (OA) and rosmarinic (RA) acids are bioactive
metabolites found in Lepechinia caulescens that have generated interest for
their health benefits, which include antimicrobial, antioxidant, antimutagenic,

gastroprotective, antidiabetic, antihypertensive and anti-inflammatory
properties, among others. To date, very few attempts have been made to
evaluate the potential for simultaneous production of these bioactive
compounds, using a biotechnological approach. Hairy root cultures offer a
biotechnology approach that can be used to study the factors affecting the
biosynthesis and the production of UA, OA and RA. In the current study, we
established hairy root cultures of L. caulescens and evaluated the effect of
sucrose on biomass accumulation, and the effect of different concentrations and
times of exposure of methyl jasmonate (MeJA), on the accumulation of UA, OA
and RA.

Methods. Leaves from plants of L. caulescens were inoculated with
Agrobacterium rhizogenes strain ATCC 15834. PCR of rolB gene confirmed the
transgenic nature of hairy roots. Hairy roots were subcultured in semisolid MSB5
medium, supplemented with 15, 30, 45 or 60 g/L sucrose and after 4 weeks, dry
weight was determined. The accumulation of UA, OA and RA of wild plants and
hairy roots were determined by HPLC. Finally, the hairy roots were treated with
0, 100, 200 and 300 uM of MelJA and the content of bioactive compounds was
analyzed, after 24, 48 and 72 h.

Results. High frequency transformation (75%) was achieved, using leaf explants
from axenic seedlings, infected with A. rhizogenes. The hairy roots showed an
enhanced linear biomass accumulation, in response to the increase in sucrose
concentration. The hairy root cultures in MSB5 medium, supplemented with 45
g/L sucrose, were capable to synthesizing UA (0.29 + 0.00 mg/g DW), OA (0.57 +
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0.00 mg/g DW) and RA (41.6 + 0.31 mg/g DW), about two, seven and three times
more, respectively, than in roots from wild plants. Elicitation time and
concentration of MeJA resulted in significant enhancement in the production of
UA, OA and RA, with treatments elicited for 24 h, with a concentrationng
greatest accumulation.

Conclusion. This is the first report on development of hairy root cultures of L.
caulescens. Future studies should aim towards further improving triterpenes and
polyphenolic compound production in hairy roots of L. caulescens, for use in the
pharmaceutical and biotechnological industry.

Keywords Hairy roots, Lepechinia caulescens, Ursolic acid, Oleanolic acid, Rosmarinic
acid, Elicitation, Methyl jasmonate, Sucrose, Agrobacterium rhizogenes

Subjects Biotechnology, Molecular Biology, Plant Science

INTRODUCTION

The triterpenoids ursolic acid (UA) and oleanolic acid (OA), together with rosmarinic acid
(RA), an ester of caffeic acid, are secondary metabolites that have gained considerable
importance over the last few decades in the pharmaceutical, cosmetic, food and
agrochemical industries, due to their wide range of biological activities which include
antimicrobial, antioxidant, antimutagenic, gastroprotective, antidiabetic, antihypertensive
and anti-inflammatory properties (Qiang et al., 2011; Estrada-Soto et al., 2012; Rios et al.,
2012; Soica et al., 2014; Baranauskaite et al., 2016; Lu et al., 2018; Elufioye & Habtemariam,
2019; Giles-Rivas et al., 2020). These compounds commonly occur in stems, leaves and
flowers of the Lamiaceae plant family (WoZniak, Skapska S, Marszatek,, 2015). However,
production levels in nature can be quite low, are often sporadic, and are highly dependent
upon factors such as climate, soil, pests and developmental stage of the source plant (Lu,
Tang & Li, 2016). Likewise, their chemical synthesis is complex and costly (Phillips et al.,

2006; Salvador et al., 2014). Thus, biotechnology options for the production of UA, OA and
RA are very necessary. In a recent study, Lepechinia caulescens (Ortega) Epling (Lamiaceae),
an herbaceous plant used in Mexican folk medicine has been proposed as an alternative
source for the production of UA and OA. This plant has elevated triterpene contents (UA:
16.58 mg/g DW and OA: 1.94 mg/g DW), and its callus cultures also accumulate these
bioactive compounds (Vergara et al., 2017). However, the culture of undifferentiated cells
or calli often provokes problems such as somaclonal variation that can produce low yields of
the metabolites of interest and result in genetic and biochemical instability (Srivastava,
Gambhir & Sharma, 2013; Ochoa-Villarreal et al., 2016). In contrast, in some cases, hairy root
cultures obtained by transformation mediated by Agrobacterium rhizogenes, have been
shown to be a better option than undifferentiated cell cultures, for the production of
bioactivemetabolites(Habibi et al., 2016;Hdkkinen et al., 2016).Hairyrootcultureisoneof the
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most efficient tools offered by plant biotechnology for producing secondary metabolites of
important industrial interest, particularly pharmaceutical and cosmetic. One of the main
advantages of using hairy root cultures is their stable and fast growth rate, without using
growth regulators, as well as their genetic and biochemical stability (Roychowdhury, Halder

& Jha, 2017). There are strategies that can be used for the hairy root culture system,

e.g., the use of elicitors or stressing agents, which can increase the production of secondary
metabolites (Alsoufi et al., 2019; A cikgdz, 2020). The well known elicitor methyl jasmonate
(MelJA) is a phytohormone that contributes to the hyperproduction of secondary plant
metabolites, as it plays an essential role in the regulation of specific genes, involved in plant
development and defense mechanisms against different biotic and abiotic stresses (Ji et al.,
2019; Baek et al., 2020). Although previous studies have examined the effects of MeJA on
the production of UA, OA and RA in Lamiaceae family (Ruffoni et al., 2016; Li et al., 2020;
Yousefian et al., 2020), few studies, with the exception of Ocimum basilicum suspension
cultures (Pandey, Singh & Banerjee, 2019), have been designed to explore the feasibility of
up-scaling the production of these three bioactive metabolites, using an in vitro culture
system. Here, we describe the first protocol for the establishment of hairy root culture of L.
caulescens and present a comparative analysis of the effects of different concentrations and
times of exposure to MelA on the production of UA, OA, and RA. Our results provide valuable
guidance for further basic and applied research, aimed at increasing bioactive metabolites
in members of the Lamiaceae family.

MATERIALS & METHODS

Induction and culture of hairy roots

Wild plants of L. caulescens were collected from Morelos State, Mexico. The plant was
identified in the HUMO Herbarium, Autonomous University of Morelos, where a voucher
specimen (32444) was deposited. Mature seeds were germinated and grown in vitro on MS
medium, solidified with 3.0 g/L phytagel (Vergara et al., 2017). Hairy roots were induced on
sterile 4-week-old leaves. Leaf explants consisted of a petiole and small portions of leaf
blade. Prior to infection, the Agrobacterium rhizogenes strain ATCC 15834 (American Type
Cultures Collection, Manassas, USA), harboring agropine-type plasmid pRi15834 was
cultivated on liquid YM medium (Hooykaas et al., 1977) in an orbital shaker at 150 rpm in
the dark at 28 °C, until the optical density at A = 600 nm (OD600) reached 0.5.

Twenty explants of each type were inoculated with A. rhizogenes by immersing them in
bacterial suspension for 1 min, and then blotted on filter paper. Control explants were
treated identically, using YM medium without bacteria. Thereafter, the infected explants and
controls were placed for 24 h on MSB5 medium containing MS salts (Murashige & Skoog,
1962), B5 vitamins (Gamborg, Miller & Ojima, 1968), 0.1 g/L myo-inositol, 30 g/L sucrose and
then solidified with 3.0 g/L phytagel. The medium was adjusted to pH 5.7, before being
autoclaved at 121 °C for 25 min.

Following co-cultivation, the inoculated and control explants were washed with sterile
water, blotted dry on sterile filter paper and placed on MSB5 medium, supplemented with
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400 mg/L cefotaxime and 400 mg/L ceftriaxone, in order to eliminate bacteria. After four
weeks in the dark at 25 °C, the roots formed by infected explants were cut off and transferred
into Petri dishes containing 30 mL MSB5 media with no growth regulators and maintained in
the dark. Each excised fast growing root was propagated as a separate clone or line.
Transformation frequency was calculated as a percentage of the number of inoculated
explants that formed roots, out of the total number of explants used for transformation.
Root tips (~2 g fresh weight) were harvested from 4-week old hairy root cultures and
subcultures were commenced at 4-week intervals, in the same media and in dark conditions.

DNA extraction and PCR analysis

Total DNA of L. caulescens hairy roots and seedlings were extracted using the ZR Plant/Seed
DNA MicroPrepTM kit (Zymo Research), following manufacturer’s instructions. The quality
and quantity of DNA were analyzed using a Nanodrop (NanoDrop 2000, Thermo scientific).
Specific primers for rolB were used to detect PCR of transgenes in DNA extracts from roots,
present in the T-DNA region of pRi15834 from A. rhizogenes. The primer pair for amplifying
the rolB region was 5°ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA3® and
3°TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGCS® (Ashraf et al., 2015). These yields amplified
products of 776 bp. Further hairy root lines were tested for the absence of A. rhizogenes
contamination, using the primer set; forward primer

5°ATGCCGATCGAGCTCAAGT3%andreverseprimer3°CCTGACCCAAACATCTCGGCTG

CCAS5°, which amplified a specific sequence (338 bp) of virD2 gene, located outside the T-
DNA (Haas et al., 1995). The genomic DNA from normal roots obtained from in vitro seedlings
and DNA of bacteria were used as controls. The PCR mix for each amplification contained
Taq Buffer 10X (Vivantis, USA) 2.5 uL, MgCl, (25 mM) 1.6 uL, dTNPs (2 mM) 2 ul, primers 3
uL, Taq polymerase 0.5 ul (Vivantis, USA) 9.4 uL ultrapure water and 1 uL DNA (50 ng/ ul)
template, at a final volume of 25 uL. Conditions for cycles consisted of an initial denaturation
at 94 °C for 5 min; followed by 42 cycles of 1 min denaturation at 94 °C, annealing at 52.5 °C
for 1.5 min, and extension at 72 °C for 2 min. A final extension cycle of 10 min at 72 °C,
completed the PCR. PCR products were resolved by electrophoresis, using 0.8% (w/v)
agarose gels in TAE buffer (0.5 M EDTA, 80 mM Tris acetate at pH 8.0), stained with ethidium
bromide (0.5 ug/mL) and observed under UV light.

Effect of sucrose concentration on biomass accumulation

One-month old hairy roots (~2 g fresh weight) of L1 and L5 were inoculated into 250 mL jars,
containing 20 mL modified MSB5 medium, supplemented with 15, 30, 45 or 60 g/L
sucrose.AllothercomponentsofMSB5mediumremainedunchanged.Thehairyrootswere
incubated in darkness at 25 °C for 4 weeks. Subsequently, roots were dried to a constant
weight, in an oven set at 30 °C, to determine dry weight (DW). Each treatment consisted of
six replicates. Biomass data were analyzed by linear regressions using STATISTICA 7 software;
possibility of significance (P < 0.05). The coefficient of determination (R?) was calculated to
establish the strength of linear association between the values.
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Extraction and quantification of ursolic, oleanolic and rosmarinic acids

Powdered samples of plant material were extracted by successive maceration at room
temperature with hexane, dichloromethane and methanol, every 72 h on three occasions
respectively, at a ratio of 1:10 (w/v). Extracts were filtered using filter paper and then air
dried in a fume hood.

Separation of UA, OA and RA was achieved, using an analytical high performance liquid
chromatography system (Waters HPLC System) and the Waters XBridge™ C18 column (4.6
mm A~75 mm). The triterpenes from dichloromethane extracts were separated by applying
a mobile phase of methanol: acidic water (H3P0O,) 83:17 (v/v), at a flow rate

of 0.9 mL/min. Separation of RA present in the methanolic extracts was performed by
elution, using a linear gradient of solvents A (acetonitrile) and B (0.01% phosphoric acid
solution). The gradient was as follows: 5 min 90:10% A:B, 20 min 74:26% A:B and 10 min
90:10% A:B. Elution was performed at a solvent flow rate of one mL/min. Waters 996
photodiode array detector system was used for both triterpene (250 nm) and RA (230 nm)
detection. Calibration curves were plotted at six concentrations for each of the standard
solutions in methanol, in order to undertake a linear regression analysis of the peak area for
each concentration. The corresponding retention time (Rt) and ultraviolet spectrum of the
standard and the sample, confirmed the presence of UA (Rt 10.67 min), OA (Rt 10.36 min),
and RA (Rt 14.10 min) (Shekarchi et al., 2012; Vergara et al., 2017). Hairy root extracts were
spiked with the corresponding standard to confirm identification of UA, OA and RA. Standard
references were obtained from Sigma-Aldrich (purity: = 97). All solvents were HPLC grade.
Mean values were obtained from three replicates of a pooled sample. Results are presented
in milligrams (mg) per gram (g) of DW. All data were analyzed by one-way ANOVA, using
STATISTICA 7 software. Significance between means was tested by Tukey’s test (P <0.05).

Elicitation experiments
Two grams of hairy roots were inoculated into 20 mL MSB5 medium supplemented with

45 g/L in 250 mL jars and maintained in the dark at 25 °C. After 15 days of incubation
(exponential phase), MeJA was added individually to each semisolid media to reach a final
concentration of 0, 100, 200 and 300 uM. Effects of elicitation on the production of UA, OA
and RA in hairy roots were measured after 24, 48 and 72 h grown in these media. The stock
solutions of MelA (95%, Sigma-Aldrich) were prepared by dissolving in 1:99 ethanol:water
(v:v) and filtering through a 0.22 um membrane filter. Ethanol and distilled water were added
to control media. Each treatment consisted of five repetitions. All data were analyzed by
two-way ANOVA, using STATISTICA 7 software. Significance between means was tested by
Tukey’s test (P <0.05).
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RESULTS

Induction and selection of hairy roots

In this study, hairy roots of L. caulescens were generated from axenic leaf explants, infected
with A. rhizogenes ATCC 15834 (Fig. 1A). Four weeks after infection, hairy roots were induced
in almost 75% of the infected leaf blade explants. In contrast, hairy roots did not develop on
infected petioles. A total of 56 roots were isolated from infected leaf explants and cultured
in MSB5 medium with antibiotic. Whereas the transformed roots showed extensive
branching and lack of geotropism, the non-transformed roots turned brown and died,
without any evidence of growth (Figs. 1B—1C). After two subcultures in MSB5 medium, the
obtained hairy root lines kept their morphology and formed numerous pale yellow branches
that began intertwining to form a knot like structure, with short lateral branches and
spontaneous callus formation (Fig. 1D). The transgenic nature of eleven hairy root lines was
confirmed by PCR analysis when PCR products of DNA isolated from hairy roots, showed the
expected 776 bp amplicon corresponding to the ro/B gene, which
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Figure 1 Agrobacterium rhizogenes 15834 strain mediated transformation of L. caulescens. (A) Hairy
roots produced from axenic leaf explants infected with A. rhizogenes; (B) individualized and selected
transformed root lines; (C) Selection of actively growing hairy roots, non-transformed roots died without
any evidence of growth; (D) agglomeration of hairy roots with short lateral branches and spontaneous
callus formation.

Full-size & DOI: 10.7717/peerj.11279/fig-1

was also observed in the positive control (bacterial DNA); alternatively, the PCR product from
uninfected L. caulescens seedlings could not be amplified (Fig. 2). Ten of the hairy root lines
analyzed did not amplify the virD2 gene fragment indicating the absence of A. rhizogenes
contamination in these cultures (supplementary material). After 4 subcultures, only L1 and
L5 showed satisfactory growth without callus formation and were selected for further study.
The other nine hairy root lines formed multiples callus and ceased growth.

Effect of sucrose concentration on hairy root growth

Two lines characterized by hairy root morphology, transgenic nature (detection of ro/ genes)
and constant growth rate during 160 days were selected to evaluate the effect of the
variation of sucrose concentration in the MSB5 medium on the accumulation of biomass and
morphology. As shown in Fig. 3, after 4 weeks in culture, hairy roots showed a proportionate
increase in DW, in response to an increase in the concentration of sucrose. Although the
highest sucrose concentration treatment (60 g/L) induced browning and

M C- L1 L2 L3 L4 L5 L6 C+ M C-C+L7 L8 L9 L10 L11L12 L13 M C- C,- L4 L15 C+

Figure 2 PCR amplification of rol B gene fragment. M, molecular size DNA ladder (1 Kb); C+, total DNA

from A. rhizogenes ATCC15834 strain used as a positive control. C- and C;7, non-infected seedling roots

and non-DNA template PCR reaction as negative controls; L1-L15, hairy roots lines.

Full-size & DOI: 10.7717/peerj.11279/fig-2
thinning of roots, hairy roots grown in MSB5 medium, supplemented with 15, 30 and 45 g/L
sucrose, showed less stress symptoms. Noticeably, the hairy roots cultured in media
supplemented with 45 g/L of sucrose showed a consistent reduction in formation of calli,
were more elongated, thick, and pale yellow (Fig. 3B). Also, both lines have a similar pattern
of biomass accumulation (Fig. 3). On the basis of these findings, a culture medium with 45-
g/L of sucrose was selected to carry out comparative analysis on the production of bioactive
metabolites in hairy root cultures of L. caulescens elicited by MelA.
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HPLC analyses of wild plants and hairy root cultures

The contents of UA, OA and RA in extracts from wild plants were compared with those from
two lines of four week old hairy root cultures (Table 1). While, the wild leaves showed a much
higher content of three metabolites than the hairy roots, the accumulation of these
metabolites in the hairy root cultures was greater than that detected in wild root extracts.
Interestingly, RA levels were between 2.9 - to 1.5 times higher in hairy root cultures than in
wild roots (14.15 + 09 mg/g DW), but similar to wild leaves (28.08 + 0.53 mg/g DW).

Effect of methyl jasmonate on the content of UA, OA and RA in hairy roots of L.
caulescens

The L5 hairy root line was selected for these evaluations because of its growth stability,
absence of calli and superior accumulation of both triterpenes, when compared to L1 line.
TheproductionofUAshowedsignificantdifferences(Fs;24 =6.581andP <0.001)between the
interaction of MeJA concentration and elicitation time. The highest concentration of UA was
obtained by eliciting the cultures for 24 h with 300 u M of MeJA with a production of 0.22 +
0.00 mg/g DW. Alternatively, the lowest concentration of UA (0.08 + 0.01 mg/g DW) was
obtained in the control treatment (48 h elicitation without MelA) (Fig. 4). Similar results were
obtained for the accumulation of OA; the interactions MelA concentration and elicitation
time showed significant differences (Fs;24=6.631 and P < 0.001), the highest yield of OA (0.24
+ 0.00 mg/g DW) was obtained by eliciting the hairy roots cultures with a concentration of
300 u M of MelA, for 24 h; while the lowest concentration
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Figure 3 Effect of the variation of sucrose concentration in the MSB5 medium, on the accumulation
of biomass of hairy root cultures. (A) L1: R2= 0.959, P < 0.05; (B) hairy roots of Lepechinia caulescens
grown in MSB5 medium added with 45 g of sucrose; (C) L5: R2=0.909, P <0.05.

Full-size &4 DOI: 10.7717/peerj.11279/fig-3

of OA (0.07 £ 0.00 mg/g DW) was obtained in the control treatment (72 h elicitation, without
MelA) (Fig. 4). The accumulation of RA was also favored by eliciting cultures with MelA.
Interactions between MelJA concentration and elicitation time showed significant
differences (Fe;24=1491.0 and P <0.001). The highest accumulation of RA (60.27 + 0.88 mg/g
DW) was obtained by eliciting the cultures with 200 uM of MelA for 24 h; and the
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Table 1 Comparative accumulation of ursolic, oleanolic and rosmarinic acids in extracts from hairy roots
and wild plants of L. caulescens. The results are mean values + SD of three replicates for each plant material.
Different letters mean significant statistical differences between samples according to a one-way ANOVA,
followed by the post hoc Tuckeys test for multiple comparison at p <0.05. UA, ursolic acid; OA, oleanolic acid;
RA, rosmarinic acid.

Material UA (mg/g DW) OA (mg/g DW) RA (mg/g DW)

Hairy root lines

L1 0.10 +0.00° 0.17 +0.00° 41.66 +0.317
L5 0.29 + 0.008 0.57 £ 0.008 21.60 +0.38¢
Wild roots 0.17 £ 0.00¢ 0.08 + 0.00° 14.15 £ 0.09°
Wild leaves 16.58 + 0.05* 1.94 £ 0.054 28.08 + 0.538
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Figure 4 Effect of MeJA concentration and time exposure on ursolic acid (A), oleanolic acid (B), and
rosmarinic acid (C) content in hairy roots cultures line 5. Results are the mean of five replicates +
standard deviation. Different letters indicate significant differences by Tukey’s test (P <0.05).

Full-size G4l DOI: 10.7717/peerj.11279/fig-4

lowest concentration (10.71 + 0.34 mg/g DW) was obtained in the control treatment (72 h,
without MelA) (Fig. 4).

According to statistical analyses, the yield means of the elicitation time factor
(Fs,24=23.127, F324=43.374 and F3 4= 695.78 for UA, OA and RA respectively,
P <0.001 for all cases) and the concentration of MelA (F324=49.213, F3,4=36.881 and
F324=4114.9 to UA, OA and RA respectively, P <0.001 for all cases) have a positive effect
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on the production of UA, OA and RA; with treatments elicited for 24 h with a concentration of 300 uM
of MelA, showing greatest accumulation.

DISCUSSION

L. caulescens represents a suitable plant species for the establishment of plant tissue cultures to
produce UA, OA and RA, as valuable additive and bioactive compounds for pharmaceutical, cosmetic
and food industries (Perez-Hernandez et al., 2008; Vergara et al., 2017).HairyrootsinducedbyA.
rhizogenesprovideanattractivealternativesystemtoclassic  technologies to produce bioactive
compounds, because of their higher degree of genetic and biochemical stability (Tabar, Moieni &
Monfared, 2019). In this investigation, hairy root cultures of L. caulescens were established from leaf
explants, using A. rhizogenes ATCC 15834. This strain is widely used for the production of important
bioactive compounds from many aromatic and medicinal plants of the Lamiaceae family, such as
Prunella vulgaris (Ru et al., 2016), Dracocephalum kotschyi (Nourozi et al., 2019), Nepeta teydea (Fraga
etal.,

2017) Pogostemon Cablin (He-Ping et al., 2011) and Origanum vulgare (Habibi et al., 2016). In most of
these plant species and in L. caulescens, leaf explants stand out as the best tissue for transformation.
Results from this investigation indicate that petiole explants were not susceptible to transformation
by A. rhizogenes. These differences between leaf and petiole explants may be due to different tissue
sensitivity to Agrobacterium strain, variations in T-DNA integration efficiency and varying survival rates
of transgenic cells after treatment. The efficiency of A. rhizogenes strains to induce for hairy roots can
vary greatly. It is well documented that success in Agrobacterium-mediated plant genetic
transformation processes relies on various factors, such as bacterial strains, plasmid, age of explants,
and capacity of target plant tissues for infection (Karami et al., 2009).

The transgenic nature of hairy root lines of L. caulescens was confirmed by PCR amplification of ro/lB
gene of T-DNA. The rolB gene is crucial for the de novo induction of meristems and elongation of hairy
roots (Mauro, Costantino & Bettini, 2017; Fathi, Mohebodini & Chamani, 2019). In the present study,
all the selected hairy root lines exhibited a densely clumped growth, short branches and rapid
plagiotropic growth on plant growth regulator free medium. This may be due to the lack of apical
dominance here, owing to the expression of genes on the T-DNA.

The L. caulescens hairy roots kept in darkness are non autotrophic and thus rely solely on an external
carbon source for their growth and metabolic requirements. Sucrose is the good carbon source for the
cultivation of in vitro plant tissues, due to its effective absorption through the cell membrane (Ptak et
al., 2020), which can provide energy, building blocks and osmotic pressure (Wiktorowska, Dtugosz &
Janiszowska, 2010), but also affect hormone biosynthesis and secondary metabolism (Thompson et al.,
2017). It can particularly affect the growth and development of hairy roots, just as it was observed in
this study. However, and even though increased sucrose concentration in culture medium caused
enhanced accumulation of hairy root biomass and decreased callus formation a steep increase in the
browning of roots after 21 days of culture in 60 g/L of sucrose was observed; this can be associated
with osmotic stress and loss of culture viability. Thus, the results from this study revealed that
supplementing the medium with 45 g/L sucrose, improves biomass accumulation and morphology of
L. caulescens hairy roots. The concentrations of between 3%-5% sucrose have frequently been
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reported as optimal for biomass accumulation and production of secondary metabolites from
adventitious roots and hairy root cultures, whereas higher concentrations of sucrose have an inhibitory
effect on plant tissue culture growth (Vazquez-Flota et al., 1994; Baque et al., 2012; Praveen & Murthy,
2012). Similarly, the supplementation of cultures with sucrose has also been reported to influence the
growth and development of hairy root cultures of Psoralea corylifolia (Shinde, Malpathak & Fulzele,
2010), Hypericum perforatum (Cui et al., 2010), Azadirachta indica (Srivastava & Srivastava, 2012) and
Daucus carota (Mukherjee et al., 2019).

The results presented here indicate that hairy root cultures of L. caulencens have the ability to
synthesize and accumulate UA, OA and RA. However, there were apparent differences in their hairy
root line content, when cultured under the same conditions. These differences between the L1 and L5
transgenic lines may be caused by varying expression levels of rol genes that possibly refer to plant
genome variations at the T-DNA insertion site and in the copy number. Several authors have reported
that the location and copy number of rolB and rolC genes, alone or in combination with each other,
can affect hairy root growth and secondary metabolite production (Shkryl et al., 2008; Ahlawat et al.,
2014; Dilshad et al., 2015; Matvieieva et al., 2020). Supplementation with MeJA significantly increased
the amount of UA, OA and RA in the hairy roots of L. caulencens. This elicitor modulates key enzymes
involved in the biosynthesis of triterpenes and phenolic compounds (Misra et al., 2014). Wang et al.
(2017) found that the addition of MelA to cell cultures of Achyranthes bidentata in suspension, up-
regulated the mRNA expression level of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase gene
(HMGR), encoding a key enzyme to provide mevalonate for biosynthesis of triterpene acids. Likewise,
Misra et al. (2014) and Misra et al. (2017) found that 8-amyrin synthase (AS) and two cytochrome P450
monooxygenases genes, increased their expression levels in Ocimum basilicum, when elicited with 250
uM MelA, thus contributing to the accumulation of OA and UA. It has been observed that MelA can
also elevate the expression of the key genes involved in the biosynthesis of RA, such as phenylalanine
ammonia-lyase gene (PAL), cinnamate 4-hydroxylase (C4H) and 4-coumarate: coenzyme-A (CoA) ligase
(4CL), tyrosine aminotransferase (TAT), 4-hydroxyphenylpyruvate reductase (HPPR) and RA synthase
(Kim et al., 2013; Xing et al., 2018; Fatemi et al., 2019).

Several studies have shown that the effects of MelA treatments may vary depending on plant
species or specific secondary metabolite, as mentioned above. It has been demonstrated that elicitor
concentration and exposure duration exert a stimulatory effect on certain plant systems, but result in
null activity when applied to others, reflecting different sensibilities on the part of the molecular
components involved in elicitation (Vasconsuelo & Boland, 2007; Verma et al., 2014). In effect, the
results from this study clearly demonstrate that the accumulation of ursolic, oleanolic and rosmarinic
acids depends on the concentrations of MelA applied, and duration of exposure to the elicitor. Among
the various MelA treatments, 300 uM MelA for 24 h was suitable for increasing the production of UA
and OA, whereas 200 uM for 24 h of this elicitor was the optimum condition for improving RA
production in L. caulencens hairy roots. Interestingly, when exposure time was increased to 48 or 72 h,
the MelA did not promote accumulation of triterpenes. These results concur with those reported by
(Sharan, Sarin & Mukhopadhyay, 2019), who found variation in the yield of UA in Ocimum tenuiflorum
hairy root cultures, depending on the concentration of MelA (0, 30, 60 and 120 mg/L) and exposure
times (4, 8 and 12 days). This effect on the part of MelA was also observed in terms of OA yield from
the cell cultures of Achyranthes bidentata, treated with 0.2 mM MelA for 24, 48 and 72 h (Wang et al.,
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2017) and for the accumulation of RA in the hairy root cultures of Coleus forskohlii, exposed to MelA
(0.1, 0.5 and 1.0 mM) for between 1 and 7 days (Li et al., 2005). As concentration and exposure time
to the elicitor are plant specific, the results described in this paper may contribute to future molecular
studies, designed to analyze the biosynthesis pathway of these valuable pharmaceutical compounds.

CONCLUSIONS

In summary, this is the first report to document the successful establishment of L. caulescens hairy root
cultures. The hairy roots grown in MSB5 medium, supplemented with 45g/L sucrose, have the ability
to synthesize and accumulate significantly higher UA, OA and RA concentrations than the wild plant.
Furthermore, this study clearly demonstrated that the accumulation of these bioactive metabolites
was dependent on the MelA concentrations used, and duration of exposure to the elicitor. Future
studies should aim to identify the regulatory factors that control the biosynthetic pathways of
triterpenes and phenolic compounds in hairy roots of L. caulescens.
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