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Resumen y Abstract IX

Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta metabdlica de células de Thevetia
peruviana cultivadas en suspension a escala de matraz agitado y tratadas con dos
elicitores. Se establecid que estas células in vitro poseen un perfil fitoquimico similar al
de la planta de origen, detectdndose metabolitos de alto interés biomédico como
glucésidos cardiotonicos (GC), flavonoides (Fv), compuestos fendlicos (CF) vy
antioxidantes (AA). El mayor contenido de estos metabolitos se detecté durante la fase
de crecimiento exponencial, de manera extracelular; a nivel intracelular no se detectaron
variaciones significativas. Se establecié que 300 uM de éacido salicilico (AS) y 3uM de
jasmonato de metilo (MeJA), adicionados el dia 4, aumentaron significativamente el
contenido intracelular de CF, Fv y AA. Particularmente, MeJA incrementé 2,55 veces el
contenido de Fv; 1,49 veces los CF y 1,66 veces la AA, a las 72 h. El efecto del MeJA
sobre el metabolismo fendlico se confirm6é mediante espectroscopia FT-NIR, HPLC vy
analisis multivariante (AMV); MeJA también incrementé la produccion de &acido
clorogénico y disminuy6 la produccién de dihidroquercetina. El perfilado metabdlico de
las células, usando resonancia magnética nuclear (*H-RMN vy J-resuelto) y AMV, reveld
gue MeJA causa reprogramacion metabdlica de las células, provocando aumento de la
glucosa, prolina y glutamina y disminucién de la sacarosa. Estas respuestas serian
necesarias para la biosintesis fendlica. En contraste, AS revirtio el efecto de MeJA en el
tratamiento con ambos elicitores. Estos resultados contribuyen al conocimiento del
metabolismo de T. peruviana, permitiendo mejorar la aplicacion de los cultivos in vitro de

células vegetales a la produccion de metabolitos de alto valor como la DHQ.

Palabras clave: Thevetia peruviana; cultivos de células vegetales; perfil metabdlico;

acido salicilico, Jasmonato de metilo; compuestos fendlicos; elicitores.
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Abstract

The objective of this work was to study the metabolic response of plant cell cultures of
Thevetia peruviana at shake flask scale under treatement with two elicitors. It was
established that these in vitro cells have a phytochemical profile similar to that obtained
from native plant, detecting metabolites of high biomedical interest such as cardiac
glycosides (CG), flavonoids (Fv), phenolic compounds (PC) and antioxidants (AA). The
highest content of these metabolites was detected during the exponential growth phase,
extracellularly; at intracellular level no significant variations were detected. It was
established that 300 uM salicylic acid (SA) and 3 uM methyl jasmonate (MeJA), added on
day 4, significantly increased the content of PC, Fv and AA. In particular, MeJA increased
the Fv content by 2.55 times; 1.49 times the CF and 1.66 times the AA, at 72 h. The
effect of MeJA on phenolic metabolism was confirmed by FT-NIR spectroscopy, HPLC
and multivariate analysis (MVA); MeJA also increased the production of chlorogenic acid
and decreased dihydroquercetin. Metabolic profiling of the cells, using nuclear magnetic
resonance (*H-NMR and J-resolved) and MVA, revealed that MeJA causes metabolic
reprogramming of the cells, causing an increase in glucose, proline and glutamine, and a
decrease in sucrose. These responses would be necessary for phenolic biosynthesis. In
contrast, SA reversed the effect of MeJA in the treatment with both elicitors. These results
contribute to the knowledge of the metabolism of T. peruviana, in order to improve the

application of in vitro plant cell cultures to produce high value metabolites as DHQ.

Keywords: Thevetia peruviana; plant cell culture; metabolic profile; salicylic acid, methyl

jasmonate; phenolic compounds; elicitors.
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Introduccioén

Colombia posee gran diversidad de especies vegetales que podrian ser fuente de
productos farmacéuticos valiosos; a pesar de esto, el desarrollo del sector productivo de
los fitoterapéuticos es bajo comparado con otros paises de América, debido en parte a
los altos costos de extraccion y purificacion de los principios activos o por la dificultad de
obtenerlos por sintesis quimica. Por lo anterior, se hace necesario desarrollar métodos
alternativos para incrementar la productividad de compuestos valiosos, reduciendo los
tiempos y costos de produccion.

Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum es un arbusto ornamental ampliamente conocido a
nivel fitoquimico por el alto contenido de glucésidos cardiotonicos (GC) que causan
efectos similares a la digoxina (Kohls et al., 2012; Kumar et al., 2015). Esta planta
también produce metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (Hassan et al.,
2011; Dabur et al., 2007), bactericida (Bhoyar et al., 2014), antiviral (Tewtrakul et al.,
2002) y anticancerigena (Haldar et al., 2015; Tian et al., 2016), que la hacen una especie
atractiva para la industria farmacéutica. Algunas de estas actividades se han relacionado
con la presencia de compuestos fendlicos (CF), en especial de flavonoides (Fv). Sin
embargo, la disponibilidad del recurso biolégico para la extraccién y caracterizacion de
los metabolitos bioactivos esta francamente limitada por el area de tierra cultivada y por
factores bibticos y abiéticos que pueden afectar la biosintesis de estos compuestos en la
planta (Pavarini et al., 2012; Ramakrishna et al., 2011). Con el propdésito de solucionar
estos inconvenientes, se han desarrollado métodos biotecnolégicos, como el cultivo in

vitro de 6rganos, tejidos y células vegetales (Arias et al., 2009; Arias et al., 2011).

Los cultivos in vitro de células vegetales en suspension se consideran una fuente
particularmente atractiva para la produccion de metabolitos secundarios de alto valor
econémico; como ejemplos estan, la produccion de taxol desde Taxus brevifolia;
ajmalicina desde Catharanthus roseus; metformina desde Galega officinalis; digoxina

desde Digitalis lanata; y morfina desde Papaver somniferum (Shilpa et al., 2010). El
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desarrollo de cultivos de células vegetales se fundamenta en el caracter totipotente de
estas células, las cuales son capaces de retener la informacion genética completa de la
planta y por lo tanto tienen la capacidad de sintetizar el perfil de metabolitos encontrados
en su progenitora (Ramachandra et al., 2002). Cultivos in vitro de células en suspension
de T. peruviana fueron establecidos desde hace algunos afios por el Grupo de
Investigacion en Biotecnologia Industrial de la Universidad Nacional de Colombia. A la
fecha se ha logrado una produccion estable y constante de biomasa, también se ha
demostrado la capacidad de los cultivos para producir GC (Arias et al., 2010) y CF totales
(Arias et al., 2016). No obstante, el mantenimiento de estos cultivos resulta costoso por lo
gue es necesario implementar estrategias que incrementen su productividad, con miras a

lograr el equilibrio costo-beneficio.

Una de estas estrategias es la adicién de elicitores o inductores del metabolismo a los
cultivos celulares. Los elicitores se definen como factores que inician, mejoran u orientan
la biosintesis de compuestos especificos en un sistema de células vivas (Namdeo et al.,
2007). El uso de elicitores en biotecnologia vegetal se fundamenta en la caracteristica
general de todas las células vivas de responder a sefales del medio ambiente mediante
cambios en la expresion génica (Zhong et al., 2014). Los elicitores generalmente se
clasifican de acuerdo con su naturaleza, en bioticos o abitticos; y de acuerdo con su
origen, en exégenos o enddgenos. Los elicitores bidticos son sustancias bioldgicas que
pueden proceder de la pared celular de las plantas (pectinas, celulosa, etc.) o de
microorganismos (quitina, glucanos, etc.); también pertenecen a este grupo algunas
hormonas de sefializacion (acido abscisico, jasmonato/etileno, &cido salicilico, etc),
glicoproteinas, proteinas G o proteinas intracelulares cuyas funciones estan acopladas a
receptores y que producen efectos metabotrépicos o ionotropicos. Los elicitores abidticos
no poseen origen bioldgico e incluyen sales inorganicas, iones metalicos y factores

fisicos (pH, luz, temperatura, etc.) (Manoj et al., 2011; Namdeo et al., 2007).

El acido jasmonico (JA) es una fitohormona endégena que provoca respuestas de estrés
en las plantas y aumentan la acumulacion de metabolitos secundarios mediante la
regulacion de actividades enzimaticas especificas (Weathers et al., 2010). Entre las
funciones fisiologicas del JA esta la respuesta de defensa frente al ataque de insectos,
patégenos, heridas o procesos de desecacion (Reymond & Farmer, 1998). El JA y su

éster metilico, el jasmonato de metilo (MeJA), se utilizan frecuentemente como elicitores
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biol6gicos en cultivos de células vegetales, causando estimulacion de la biosintesis de
una amplia variedad de metabolitos secundarios, incluidos diferentes clases de CF
(Krzyzanowska et al., 2011; Sudha et al., 2002; Ding et al., 2004). Otra fitohormona
utilizada usada comunmente como elicitor es el acido salicilico (AS); esta es una
molécula de sefalizacién endégena que producen las plantas como defensa a patégenos
(Reymond & Farmer, 1998). Se ha demostrado que AS induce la produccién de CF en
cultivos celulares de Salvia miltiorrhiza (Dong et al., 2010); también induce la expresion
de genes relacionados con la ruta de biosintesis de fenilpropanoides, incrementando de
una manera rapida y transitoria las actividades de enzimas tales como la fenilalanina

amonio liasa (PAL) y la chalcona isomerasa (CHI) (Dixon et al., 2002).

Los estudios del efecto de los elicitores sobre el metabolismo vegetal generalmente se
realizan usando enfoques de investigacion de caja negra, es decir desde el punto de
vista de las entradas que recibe y las salidas o respuestas que produce en el sistema
biologico, sin tener en cuenta lo que sucede internamente. La presente investigacion
plante6 el uso de la metabolémica basada en 'H-RMN para estudiar el efecto de AS y
MeJA, en el metabolismo de células de T. peruviana cultivadas en suspension. El
propésito, al incorporar esta herramienta analitica, fue ampliar el nimero de marcadores
para el estudio del efecto de los elicitores, lo que proporcionaria una vision holistica del
sistema biolégico bajo las condiciones investigadas. Por lo tanto, con esta estrategia se
busca detectar cambios en el perfil o concentracion de mudltiples metabolitos bajo
determinada condiciéon de elicitacion; también se pretende obtener informacién sobre
posibles vinculos entre los diferentes conjuntos de reacciones metabdlicas que son

posiblemente alteradas por la elicitacion.

El objetivo general de la investigacién fue estudiar la respuesta metabdlica de la
biosintesis de CF en células de T. peruviana cultivadas en suspension, debido al

tratamiento con dos elicitores. Los objetivos especificos fueron:

» Evaluar la produccion y el perfil de compuestos fendlicos intra y extracelulares en los
cultivos en suspension de T. peruviana, a escala de matraz agitado.

» Determinar el efecto del AS y MeJA en la produccion de biomasa, compuestos
fendlicos totales, flavonoides totales y actividad antioxidante total en las células de T.

peruviana cultivadas en suspension.
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» Optimizar la produccion de compuestos fendlicos en los cultivos tratados con AS o
MeJA.

» Establecer los posibles cambios en la composicién y concentracion de compuestos
fendlicos o sus precursores, en las células en suspension de T. peruviana expuestas
al AS o MeJA.

El manuscrito se encuentra dividido en 4 capitulos. En el capitulo 1, titulado:
“Produccion y perfil de compuestos fenolicos en cultivos de células en suspension
de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum” se demuestra la capacidad de la linea celular
de T. peruviana para producir los metabolitos de interés (compuestos fendlicos, CF),
encontrandose estos a nivel intracelular y extracelular (medio de cultivo) vy
estableciéndose la concentracién mas alta el dia 8 de crecimiento (fase exponencial); en
este capitulo también se presenta el perfil de los metabolitos (intracelulares y
extracelulares) de las suspensiones celulares determinados mediante HPLC, dando
cumplimiento al objetivo 1. En el capitulo 2, titulado: “Efecto elicitor del 4cido salicilico
y jasmonato de metilo en la produccién de biomasa, compuestos fendlicos,
flavonoides y antioxidantes en cultivos de células en suspensién de Thevetia
peruviana”, se demuestra el efecto del tratamiento con AS y MeJA en la produccion de
biomasa, estableciéndose que MeJA tiene efecto negativo sobre este parametro,
mientras que AS no tiene efecto significativo, comparado con el control; también, se
demuestra que AS y MeJA tienen efecto en la produccion de los metabolitos de interés
(CF, Fv, AA), incrementaron significativamente su producciébn de una manera
dependiente de la concentracion y el tiempo de adicion del elicitor. Adicionalmente, a
través de la aplicacion de arreglos factoriales multinivel y un disefio de bloques
completamente al azar se logré establecer la concentracién del elicitor, tiempo de adicion
del elicitor y tiempo de exposicion al elicitor que mejoraron significativamente la
produccion de CF, Fv y AA, lo cual demuestra el cumplimiento de los objetivos 2 y 3. En
el capitulo 3, titulado “Deteccion de cambios en la induccién de compuestos
fendlicos en cultivos de células en suspension de T. peruviana tratadas con &acido
salicilico y jasmonato de metilo, usando espectroscopia FT-NIR y RP-HPLC
combinada con andlisis multivariante discriminante (AMV)” se evidencia que el
tratamiento de las suspensiones celulares de T. peruviana con AS y MeJA, cultivadas
bajo las mejores condiciones de elicitacién establecidas en el capitulo 2, produce

cambios en la composicion de CF. Ademas, se evidencia como la aplicacion de
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plataformas analiticas de alto rendimiento como la espectroscopia de infrarrojo cercano
(FT-NIR) y la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) combinada con analisis
multivariante (AMV) mejoran la discriminacién de los tratamientos, evidenciandose la
influencia de los cambios en produccion y composicion de los CF. En el caso especifico
del HPLC se demuestra que compuestos como el acido clorogénico y la
dihidroquercetina, son determinantes para la discriminacién de los tratamientos de
acuerdo al tipo de elicitor y el tiempo de exposicion al elicitor. En el mismo sentido, en el
capitulo 4, titulado: “Perfil metabdlico basado en *H-RMN de cultivos de células en
suspension de Thevetia peruviana tratados con &cido salicilico y jasmonato de
metilo” demuestra que las células de T. peruviana responden de forma diferente al
tratamiento con los elicitores provocando cambios cualitativos y cuantitativos en la
biosintesis de CF y de algunos precursores. Particularmente, la aplicacion de la *H-RMN
combinada con el AMV al estudio de los perfiles metabdlicos de las células de T.
peruviana, revela que el tratamiento con MeJA ocasiona variaciones cuantitativas en
algunos metabolitos primarios (i.e., aumento en las concentraciones intracelulares de
glucosa, prolina y glutamina y disminucién de la sacarosa); estos cambios serian
necesarios para la biosintesis de CF como el &cido clorogénico, acido ferulico y bencil-
glucésidos. De acuerdo con lo anterior, los capitulos 3 y 4 evidencian el cumplimiento del
objetivo 4.

La presente investigacion hace aportes valiosos al conocimiento del efecto de dos
moléculas de sefalizacion (AS y MeJA) en la produccion de biomasa y de compuestos
de interés farmacéutico, como son los CF y Fv, en un cultivo de células en suspensién de
T. peruviana. Previo a este estudio no se tenia conocimiento sobre el efecto de la
aplicacion de estas moléculas, de manera independiente o combinada, sobre el
metabolismo de T. peruviana. Se resalta que en este estudio la optimizacion de variables
asociadas a la elicitacion de los cultivos, tales como el tiempo de adicion al elicitor y el
tiempo de exposicion al elicitor, lo cual es un avance en la obtencién de un producto de
base biotecnolégica. De especial interés es la deteccion del flavonoide dihidroquercetina
y de los acidos clorogénico y ferulico en los cultivos celulares de T. peruviana, debido a

su potencial fitoterapéutico.






1. Capitulo 1

Produccidon y perfil de compuestos fendlicos
en cultivos de células en suspension de

Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.

1.1 Resumen

Thevetia peruviana es un arbusto ornamental que crece en muchas regiones tropicales
del mundo. Esta planta produce metabolitos secundarios con propiedades biolégicas de
interés para la industria farmacéutica. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
produccion y el perfil de compuestos fendlicos en las suspensiones celulares de T.
peruviana, cultivadas a escala de matraz agitado. Inicialmente se realiz6 un analisis
fitoquimico preliminar de los metabolitos presentes en las suspensiones celulares,
comparandolos con los callos y explantes. También se determiné el contenido total de
compuestos fendlicos (CF), flavonoides (Fv), glucésidos cardioténicos (GC) vy
antioxidantes (AA). El perfil quimico de CF y Fv, en los cultivos celulares se determiné
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El andlisis fitoquimico
preliminar mostré resultados positivos para alcaloides, aminoacidos, antioxidantes,
glucosidos cardioténicos, leucoantocianidinas, flavonoides, fenoles, azlcares vy
triterpenos en todas las muestras; ademas, por cromatografia de capa fina (TLC) se
evidenci6 mayor nimero de componentes correspondientes a CF y Fv en extractos
etandlicos (EtOH) de las suspensiones celulares. En el medio de cultivo celular se
detect6 un contenido maximo de CF, Fv, GC y AA entre los dias 6 y 12 de crecimiento;
mientras que, el contenido intracelular de estos metabolitos fue relativamente constante

durante la fase de crecimiento exponencial (0 a 12 dias). El analisis HPLC detect6 un
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compuesto con un tiempo de retencibn de 11,6 minutos, correspondiente a la
dihidroquercetina, un flavonoide con propiedades anti-cancer. Hasta donde conocemos
no existen reportes previos de la presencia de este compuesto en la planta o en cultivos
in vitro de sus células. Estos resultados evidencian la utilidad de cultivos celulares de T.

peruviana en la produccién de metabolitos de valor farmacéutico.

Palabras clave: Thevetia peruviana, cultivos vegetales in vitro, metabolitos secundarios,
dihidroquercetina, HPLC.

1.2 Introduccidn

Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum es una planta que se encuentra ampliamente
distribuida en las regiones tropicales y subtropicales de Centro y Sur América (Bandara
et al., 2010). En Colombia se encuentra en las regiones de la Amazonia, Andina y
Caribe, donde se usa principalmente como planta ornamental (Cardenas et al., 2011).
Esta especie es reconocida por contener GC, como peruvésido y tevetinas (Figura 1-1),
especialmente concentrados en sus frutos y semillas (Kohls et al., 2012; Kohls et al.,
2015; Kumar et al., 2015); estos metabolitos tienen un efecto ionotrépico positivo similar
a la digoxina (Kramer, 1955) por lo que son de especial interés para la industria

farmacéutica.

En el fruto y hojas de T. peruviana también se concentran otros metabolitos secundarios
con actividad biolégica relevante, como los CF (Heldar et al., 2015; Ramos-Silva et al.,
2017; Tewtrakul et al., 2002); estos compuestos constituyen un grupo heterogéneo de
metabolitos secundarios que cumplen funciones de defensa frente a factores bioéticos y
abiéticos en las plantas (Moura et al., 2010). La mayoria de los CF reportados en T.
peruviana son Fv, del tipo flavonoles y flavanonas glicosiladas (Voigtlander & Balsam,
1970; Abe et al., 1995; Tewtrakul et al., 2002) (Figura 2-1).
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Figura 1-1: Glucésidos cardioténicos identificados en frutos y semillas de T. peruviana. [1]
Peruvosido; [2] Tevetina A; [3] Tevetina B
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[8] [9] [10] [11]

OCH4

OCH4

Gu—O O [14], [15]

Figura 1-2: Compuestos flavonoides identificados en hojas y frutos de T. peruviana (Voigtlander &
Balsam, 1970; Abe et al., 1995; Tewtrakul et al., 2002). [4] Quercetin 3-O-[3-D-glucopiranosil-
(1—2)-B-D-galactopiranosido]; [5] Quercetin 3-O-{3-D-glucopiranosil-(1—2)-[a-L-rhamonopiranosil-
(1—6)]-B-D-galactopiranosido}; [6] Quercetin 3-O-[(6-O-feruloil)-B-D-glucopiranosil-(1—2)-3-D-
galactopiranosido]; [7] Quercetin 3-0O-[(6-O-sinapoil)-p—D-glucopiranosil-(1—2)-B-D-
galactopiranosido]; [8] Kaempferol 3-O-[B-D-glucopiranosil-(1—2)-3-D-galactopiranosido]; [9]
Kaempferol 3-O-{B-D-glucopiranosil-(1—2)-[a-L-rhamonopiranosil-(1—6)]-B-D-galactopiranosido};

[10] Kaempferol  3-O-[(6-O-feruloil)-B-D-glucopiranosil-(1—2)-B-D-galactopiranosido]; [11]
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Kaempferol 3-O-[(6-O-sinapoil)-B—D-glucopiranosil-(1—2)-p-D-galactopiranosido]; [12] Kaempferol
3-0O-B-D-glucopiranosil(1—4)[6-O-sinapoil-B-D-glucopiranosil] (1—2)-B-D-galactopiranosido; [13]
Kaempferol 3-O-[2-O-sinapoil-B-D-glucopiranosil (1—4)[6-O-sinapoil-B-D-glucopiranosil] (1—2)-B-
D-galactopiranosido; [14] (2R)-5-O-B-D-glucopiranosil-7,49-dihidroxi-39,59-dimetoxiflavanona;
[15] (2S)-5-O-B-D-glucopiranosil-7,49-dihidroxi-39,59-dimetoxiflavanona; [16] Apigenina-5-

metileter [Thevetiaflavona]; [17] Hesperetina.

La presencia de Fv en extractos metanolicos del fruto de T. peruviana ha sido asociada
con actividad antitumoral y anti-metastasica en diferentes lineas celulares de cancer
humano y de raton. Heldar et al., 2015 demostraron el efecto antitumoral de extractos
metandlicos del fruto de T. peruviana contra la linea celular de carcinoma de ascitis de
Ehrlich en ratones albinos suizos, asociando esta actividad con la presencia de
componentes antioxidantes en el extracto. En otro estudio, Ramos-Silva et al., 2017
demostraron que fracciones metandélicas del fruto, conteniendo el flavonoide apigenina-5-
metileter (también llamada thevetiaflavona), producen inhibicion de la proliferacién,
motilidad y adhesién de las células humanas de cancer colorectal y de mama, asi como
induccién de la apoptosis en lineas celulares humanas de cancer de préstata y pulmén,
con efectos minimos sobre células no tumorigénicas. Por otra parte, Tewtrakul et al.,
2002 describieron que los flavonoles quercetin 3-O-[(6-O-sinapoil)-3-D-glucopiranosil-
(1—2)-13 -D-galactopiranosido] y quercetin 3-O-[(6-O-feruloil)-3-D-glucopiranosil-(1—2)-3-
D-galactopiranosido], aislados en extractos etandlicos de hojas de T. peruviana,
muestran actividad contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1), causando
inhibicion in vitro de las enzimas integrasa y transcriptasa reversa asociada a la ADN-
polimerasa viral. El alto potencial farmacéutico de estas moléculas plantea la necesidad
de disponer de una fuente continua de material biolégico de calidad para su extraccion,

purificacién y aplicacién en ensayos de actividad in vitro e in vivo.

El cultivo de células vegetales se ha usado como estrategia para incrementar la
produccion de compuestos biolégicamente valiosos (Ochoa-Villareal et al., 2016).
Diversos grupos de metabolitos, incluyendo alcaloides, flavonoides, polifenoles, terpenos,
triterpenos y cardioténicos se han producido con éxito en este tipo de cultivos a escala de
laboratorio. No obstante, son muy pocos los compuestos que hoy dia se producen

comercialmente usando esté tecnologia, debido principalmente a problemas como la baja
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productividad, crecimiento lento e inestabilidad genética de los cultivos. Actualmente, el
mejor ejemplo de aplicacion industrial del cultivo de células vegetales en suspension es
la produccion de Taxol™ (nombre genérico: paclitaxel), un farmaco anticancerigeno

producido en cultivos de células en suspensidn de Taxus spp (Karuppusamy, 2009).

Los rendimientos de produccién de los metabolitos de interés no siempre son adecuados,
aun en lineas celulares altamente productoras, lo cual puede estar relacionado con
ciertas condiciones del cultivo in vitro (por ejemplo: nutricién, oxigenacion, exposicion a la
luz y agitacién, entre otros) que pueden alterar el metabolismo celular activando o
inactivando la biosintesis de algunos compuestos o causando modificaciones quimicas
en aquellos aislados previamente en la planta (Shimoda et al.,, 2002; Schmeda-
Hirschmann et al., 2005). Por esta razon, para lograr altos rendimientos y producciones
consistentes, es necesario analizar tanto el crecimiento de células como la cuantificacion
de los productos deseados mediante técnicas analiticas cromatograficas vy
espectroscopicas.

Previamente se ha reportado la produccion de cultivos celulares in vitro de T. peruviana
(Arias et al., 2010; Rincén-Pérez et al., 2016). También se ha demostrado su capacidad
para producir CF totales (Arias et al., 2016; Arias et al., 2017). Sin embargo, poco se
sabe sobre el perfil de estos compuestos (intra y extracelulares) durante el crecimiento
de las células. Por lo anterior, el propdsito del presente estudio fue evaluar la produccién
y el perfil de CF en las suspensiones celulares de T. peruviana, cultivadas a escala de

matraz agitado.

En este estudio se logré evidenciar que las células de T. peruviana cultivadas en
suspension presentan los principales grupos de metabolitos encontrados en los callos y
explantes procedentes del fruto, incluidos CF y Fv. Se destaca la deteccién por HPLC del
compuesto dihidroquercetina (DHQ); este es un flavononol con actividad antioxidante y
anti-cancer. En nuestro conocimiento este compuesto no habia sido reportado

previamente en la planta o en cultivos in vitro de células de T. peruviana.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Reactivos

Acido salicilico, Jasmonato de metilo (95%); reactivo de Folin & Ciocalteu (2N), 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), sal diamonio de 2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS), &acido picrico, 2-Aminoetil difenilborinato (NP); y los siguientes
estandares analiticos grado HPLC: peruvoésido (90%), nerifolina (95 %), betulina (98%),
acidos ursolico (90%), oleandlico (97%), clorogénico (95%), galico (> 99%), trans-
sinapico (= 99%), trans-feralico (99%), quercetina (= 95%), (x)-hesperetina (= 98%),
kaempferol (= 90%) y dihidroquercentina (= 85%), fueron comprados en Sigma
(Chemical, St. Louis, MO, USA). Acido cafeico fue provisto por ICN Biomedicals Inc.
Todos los solventes usados en este estudio fueron grado analitico, marca Merck
(Darmstadt, Germany).

1.3.2 Cultivo de callos

El cultivo de callos de T. peruviana se obtuvo a partir de colectados en el campus de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin (6° 15 46.8"N; 75° 34’ 41.6”W),
siguiendo un protocolo estandarizado previamente en nuestro laboratorio (Arias el al.,
2010). En resumen, los frutos se sumergieron en etanol del 70% por 5 min, luego fueron
transferidos a una solucién de NaCIlO al 10% por 5 min. Entre los lavados y después de
los lavados los frutos fueron enjuagados 3 veces con agua destilada estéril. Se retir6 la
cascara de los frutos y la pulpa se corté en laminas de 2-3 mm para obtener los
explantes. Estos se sembraron asépticamente en medio sdélido SH (Schenk &
Hildebrandt, 1972), suplementado con 2 mg L™ de &acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D);
0,5 mg L™ de kinetina; 7 g L™ de agar; 30 g L de sacarosa y 3 mg L de mioinositol (pH
5,8), esterilizado a 20 psi durante 20 min. Se mantuvieron en un fotoperiodo normal a
temperatura ambiente (25 = 2 °C), realizando subcultivos cada 3 semanas hasta obtener

callos friables (Figura 1-3).
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Figura 1-3: Frutos (A); explantes al inicio de la formacion de los callos (B); cultivos in vitro de

callos friables (C) y células en suspension (D) de T. peruviana

1.3.3 Cultivos de células en suspension

Un in6culo de aproximadamente 10 g de callos friables se transfiri6 a 100 mL de medio
liquido SH estéril, previamente suplementado con 2 mg L™ de 2,4-D y 0,5 mg L™ de
kinetina, 30 g L de sacarosa 'y 3 mg L de mioinositol (pH 5,8), en matraces de 250 mL.
Los cultivos se mantuvieron en un agitador orbital a 110 rpm, con fotoperiodo normal a 25
+ 2 °C. Se realizaron subcultivos cada 2 semanas a partir de 2 g L-1 de in6culo como se
describe en Arias el al., 2010.
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1.3.4 Cinética de crecimiento

Se realizé la curva de crecimiento de las células en suspension en matraces de 250 mL,
usando un inéculo de 4 dias y concentracion inicial de 2-3 g L™ en 100 mL de medio
liguido SH estéril suplementado, bajo las condiciones de cultivos descritas arriba. Se
midio el peso seco de la biomasa cada dos dias durante 20 dias, previa filtracion del
medio de cultivo y secado de la biomasa a 60 °C durante 24 h en un horno de
conveccion. El crecimiento celular se expresé en gramos de biomasa seca por litro de
cultivo (g L?). La biomasa y el medio de cultivo (15 mL) recolectada en cada tiempo, se
almacenaron a - 20 °C para el andlisis posterior de los metabolitos intracelulares y

extracelulares, respectivamente. La curva se realizé por triplicado.

1.3.5 Analisis fitoquimico preliminar

Aunque el objetivo principal de este estudio fue evaluar la produccion de CF en los
cultivos celulares de T. peruviana, se decidi6 realizar un andlisis fitoquimico preliminar de
las principales familias de metabolitos producidos por la planta de origen (explante) y en
los cultivos celulares (callos y suspensiones), para evaluar de forma rapida si las
condiciones de crecimiento in vitro podrian estar modificando la bioquimica de las
células. En especial, se incluyo el analisis de glucésidos cardiotonicos y triterpenos por
ser los quimiotipos de referencia en el estudio de T. peruviana. El analisis fitoquimico se
realiz6 mediante ensayos de coloracién y precipitacion (via himeda) y por cromatografia

en capa fina.

e Andlisis por via himeda
Las muestras (explantes, callos y biomasa de las suspensiones celulares) se secaron a
60 °C por 24 h, luego se pulverizaron en un mortero. EI material resultante fue usado
para identificacién preliminar de las familias de metabolitos secundarios. Se realizaron
ensayos de coloracion y precipitacion en tubos de ensayo de acuerdo a protocolos
descritos previamente (Sanabria, 1983). Los resultados se presentaron en términos de

presencia (+) o ausencia (-) del metabolito.

e Analisis por cromatografia en capa fina (TLC)
Se prepararon extractos de las muestras en dos tipos de solventes, acetato de etilo

(AcoEt) y solucion acuosa de etanol al 50 % v/v (EtOH aq), seleccionados con base en
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un cribado previo. Un peso de 0,5 g de las muestras secas y pulverizadas de los
explantes, callos y suspensiones celulares, se extrajo con 25 mL del solvente en un bafio
ultrasonico (frecuencia 40 kHz) durante 30 min a 30 °C. Los homogenizados resultantes
se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min. Diez mililitros de cada extracto (EtOH aqg y
AcoEt) se concentraron en un rotavaporador (IKA® HB10) a presién reducida de 72 y 240
mbar, respectivamente. El volumen restante de los extractos se almacend a -20 °C para

el andlisis posterior del contenido de metabolitos.

Los extractos concentrados se llevaron a 2 mL con el respectivo solvente.
Posteriormente, se aplicaron 5 yL de cada extracto sobre placas de TLC Silica gel 60 F2s4
(Merck, Darmstadt, Germany) de dimensiones 10 x 10 cm. Se usé la siguiente mezcla de
solventes como fase movil 1: AcoEt: MeOH: agua (100:13.5:10 v/viv) y fase mdévil 2:
BuOH: AcOH: agua (25:1:24, v/v/v). Las cromatoplacas se revelaron con diversos
reactivos de tincion, siguiendo protocolos descritos previamente (Waldi, 1965; Zarzycki,
2015) (Tabla 1-1). Después del revelado, las cromatoplacas se fotografiaron y se
almacenaron en formato JPGE, luego se analizaron los factores de retencion (Rf) con el
software de acceso libre JustQuantify (http://justguantify.eu/DefaultHD.aspx).

Tabla 1-1: Reactivos para la deteccion de metabolitos por TLC.

Reactivo Metabolito detectado
Reactivo de Folin & Ciocalteu Fendlicos, reductores
Reactivo (NP/Polietilenglicol) / UV360 nm Flavonoides

Solucién etandlica de AICIz (10 % p/v) /UV360 nm.

Solucién metanélica de DPPH (0,08 % p/v). Antioxidantes

Solucién etandlica de 4cido sulfurico (50 % v/v) /UVssonm  Glucésidos cardiotdnicos
Reactivo de Anisaldehido — acido sulftrico Azlcares y glucoésidos digitalicos
Reactivo de Liebermann-Burchard (LB)/ UV3s0 nm Triterpenos y esteroides

Solucién saturada de cloruro de antimonio (Ill)/ UVasonm  Glucésidos cardioténicos y

terpenos
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1.3.6 Cuantificacién de CF, Fv, AA y GC totales.

La produccién de CF, Fv y AA se determin0 en los extractos de EtOH aq (metabolitos
intracelulares) y directamente en el medio de cultivo filtrado de las suspensiones
celulares (metabolitos extracelulares) durante la cinética de crecimiento. Al medio de
cultivo no se le hizo ninguna extraccion o tratamiento. También se incluy6 el analisis de
contenido de GC como referencia del comportamiento bioguimico del cultivo. La

cuantificacion se realizé por métodos fotocolorimétricos, como sigue:

e Compuestos fendlicos (CF)
Se determinaron mediante el método de Folin & Ciocalteu (Slinkard et al., 1977). Se
mezcld 2 mL de muestra con 2,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu al 10%; después de 2
min, se agregd 2 mL de Na,COs al 7,5% y se incubd durante 10 min a 50 °C. La
absorbancia de la reaccion se midi6 a 765 nm en un espectrofotometro Genesys 20
Spectronic (Thermo Fisher Scientific®). El contenido de CF de cada muestra se calculd
usando una curva de calibracion estandar de acido galico (80 — 40 —-20-10y 5 mg mL™)
(Anexo A). Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico por

litro de cultivo (mg EAG L) o por gramo de peso seco de biomasa (mg EAG /g BS).

¢ Flavonoides (Fv)
Se us6 el método de complejacion de flavonoides-aluminio (AICI;) (Pekal et al., 2014)
para su determinacién. En resumen, 1 mL de muestra se mezclé con 0,3 mL de NaNO; al
5%. Después de 5 min de incubacién en oscuridad se agregaron 0,5 mL de AICI; al 2%.
La muestra se agit6 suavemente y se neutraliz6 6 min mas tarde con 0,5 mL de NaOH
1N. Después de 10 min, se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 425 nm. El
contenido de Fv se calculé utilizando una curva de calibracion estandar de quercetina
(200 — 100 — 25 — 12,5y 6,25 mg mL?) (Anexo A). Los resultados se expresaron en
miligramos equivalente de quercetina por litro de cultivo (mg EQ L) o por gramo de peso

seco de biomasa (mg EQ /g BS).

e Actividad antioxidante (AA)
Se realiz6 mediante el ensayo de decoloracion de cationes radicales ABTS (Re et al.,

1999). Previamente, se preparé una solucion acuosa de ABTS (7 mM) y se obtuvo el
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catién radical mezclando volimenes iguales de solucion ABTS 7 mM y persulfato de
potasio 2,45 mM. La mezcla se incub6 en oscuridad durante 16 h a 14 °C y
posteriormente se diluyé en agua destilada hasta una absorbancia de 0,70 + 0,1 a 734
nm. Se mezclaron 3 mL de la solucién diluida de ABTS™ con 100 yL de muestra y la
mezcla se incubé durante 10 min en oscuridad; luego se midi6 la absorbancia a 734 nm
usando agua como blanco. La actividad AA de cada muestra se calculd utilizando una
curva de calibracion estandar de Trolox (Calbiochem®) (150 — 75 - 37,5 - 18,8y 9,4 mg
mL) (Anexo A). Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de Trolox por

litro de cultivo (mg ET L) o por gramo de peso seco de biomasa (mg ET/g BS).

e Glucosidos cardioténicos (GC)

Se determinaron de acuerdo con el método descrito previamente (Tofighi et al., 2016)
con algunas modificaciones. Se mezclaron 750 pL de la muestra con 750 L de reactivo
de Baljet recién preparado (95 mL de acido picrico al 1% + 5 mL de NaOH al 10%). La
mezcla se incubd por una hora en oscuridad y luego se diluyé con 1,5 mL de agua
destilada. La absorbancia de la reaccién se midié a longitud de onda de 495 nm. Se
prepard una curva de calibracién estandar de peruvésido (400 — 200 — 100 — 50 — 25 —
12,5y 6,25 mg L) (Anexo A). Los resultados se expresaron en miligramos equivalente
de peruvésido por litro de cultivo (mg EP L) o por gramo de peso seco de biomasa (mg
EP/ g BS).

1.3.7 Perfil HPLC de metabolitos

Se determiné el perfil HPLC de CF/Fv extracelulares e intracelulares durante la fase de
crecimiento exponencial de los cultivos de células en suspension de T. peruviana. Con el
proposito de analizar el contenido de agliconas de CF y Fv, los extractos se sometieron a
hidrélisis acida de acuerdo con el procedimiento descrito por Tu et al., 2017. En resumen,
2 mL de cada extracto se mezclé con 0,5 mL de una soluciéon acuosa de HCI 20%. La
mezcla se calentd a 85 °C por 90 min, luego se dejo enfriar y el volumen se llevé a 10 mL
con EtOH aq en un matraz aforado; después se filtr6 en membranas de 0,45 pum y se
analizé por HPLC. Ademas, se analizo el medio de cultivo antes de agregar el inoculo,
este se us6 como blanco para diferenciar los componentes producidos por las células de

aquellos presentes en el medio de crecimiento.
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Los andlisis se llevaron a cabo en un equipo de HPLC Shimadzu Prominence acoplado a
un detector de matriz de diodos (SPD-M20 A). Para la separacion cromatogréfica se us6
una columna de fase reversa LiChrospherl 250-4 RP-18, 5-mm (Merck S.A), operada a
una temperatura de 28 °C, una velocidad de flujo de 1,5 mL min? y un volumen de
inyeccion de 20 pL. Se usé una fase movil binaria, consistente de: A (acido férmico al 1
% en agua) y B (acido formico al 1 % en acetonitrilo). El gradiente de elucion fue el
siguiente: 0 min (80 % A + 20 % B); 7 min (75 % A + 25 % B); 13 min (70 % A + 30 % B);
7 min (65 % A + 35 % B); 3 min (80 % A + 20 % B). Se seleccioné la longitud de onda de
280 nm para el analisis de los datos. Se compararon los tiempos de retencién (tr) y los
datos de absorbancia UV-vis de los componentes presentes en las muestras y los
obtenidos a partir de estandares analiticos de fenoles y flavonoides informados
previamente en T. peruviana (Dr. Duke’s Phytochemical and Ethnobotanical database) y

otros disponibles en el laboratorio.

1.3.8 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se presentaron como
valores de la media + desviacion estandar (DE). Las diferencias entre los tratamientos se
evaluaron mediante ANOVA de una via, también se realizaron comparaciones mdltiples
(por pares) mediante el método de la Diferencia Significativa Honesta (DSH) de Tukey,
con un nivel de significancia de 0,05 usando el software estadistico R-Studio version
1.1.383.

1.4 Resultados y discusion

1.4.1 Cultivo de células vegetales in vitro

La produccion de callos friables de T. peruviana duré aproximadamente 4 meses. Las
suspensiones celulares fueron obtenidas a partir de este material bioldgico. La cinética
de crecimiento se inicié con un inéculo de 4 dias (después de la fase lag); el crecimiento
exponencial finalizé6 el dia 12 alcanzando una cantidad méaxima de produccion de
biomasa de 15,26 + 0,71 g L el dia 14 (Figura 1-4). La velocidad maxima de crecimiento
(Umax) Se alcanzo al dia 12 de cultivo. Este resultado fue consistente con lo reportado
previamente en estudios de células en suspension de T. peruviana a escala de matraz

agitado (Arias et al., 2010; Arias et al., 2016), evidenciandose la estabilidad de la linea
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celular. La cinética de crecimiento es una de las actividades que se debe realizar
rutinariamente para evaluar la estabilidad de las lineas celulares vegetales, también
proporciona informacién acerca del momento en que las células alcanzan su maximo
rendimiento (fase estacionaria). Frecuentemente en esta fase es cuando se incrementa la

produccién de los metabolitos secundarios (Goncalves & Romano, 2017)

NJ

Biomasa (g L-1)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (Dias)

Figura 1-4: Curva de crecimiento de cultivos de células en suspension

1.4.2 Analisis fitoquimico preliminar

La Tabla 1-2 presenta el resultado del tamizaje fitoquimico preliminar por via himeda de
T. peruviana. Se observo alta correspondencia en las familias de metabolitos detectados
en explantes, callos y suspensiones celulares; solo dos familias de metabolitos,
saponinas y taninos, no se detectaron en los cultivos celulares. Adicionalmente,
coumarinas se detectaron en los cultivos de células en suspension, pero no en los
explantes. Las coumarinas son una clase de CF que se derivan biogenicamente del acido
skiquimico (Matos et al., 2015), por lo que es posible que se encuentren en los explantes
en concentraciones tan bajas que no fueron detectadas en el andlisis fitoquimico
preliminar. También, se observé similitud entre el perfil fitoquimico de las muestras y el

reportado en la literatura cientifica para los frutos de T. peruviana (Rahman et al., 2014).
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Tabla 1-2: Andlisis fitoquimico preliminar de explantes, callos y células en suspension de T.

peruviana.

Grupo metabolito Ensayo Explantes Callos Células en
(Pulpa fruto) Suspensién

Alcaloides a) Dragendorf + + +

b) Mayer + + +

Aminoacidos Ninhidrina + + +

Flavonoides AICls + + +

Fendlicos FeClz + + +

Saponinas Prueba de espuma + - -

Triterpenos, esteroles Libermann-Burchard + + +

Glucdésidos cardioténicos Reactivo de Baljet + + +

Coumarinas NaOH 5% - + +

Azlcares Keller Killiani + + +

Leucoantocianidinas HCI — Alcohol + + +

Amilico
Taninos Gelatina-NacCl + - -

Metabolito presente (+); ausente (-)

Las figuras 1-5 y 1-6 muestran los resultados del andlisis fitoquimico por TLC de
extractos EtOH ag y AcoEt de explantes, callos y suspensiones celulares de T.
peruviana. La mayor cantidad de componentes correspondientes a triterpenos y
esteroides se detectaron en los extractos de AcoEt; mientras que los correspondientes a
CF, Fv y AA se detectaron principalmente en los extractos de EtOH aqg. Los GC se

detectaron tanto en los extractos EtOH ag como en los extractos AcoEt.

El analisis de los Rf de componentes revelados con H.SO4/UV3sonm y anisaldehido/H,SO4
sugiere la presencia de un componente con valor Rf cercano al peruvésido en los
extractos EtOH aq de todas las muestras. Este compuesto habia sido detectado y
cuantificado previamente por HPLC en esta linea celular (Arias et al., 2016), lo cual
evidencia la estabilidad de la ruta de biosintesis en este sistema bioldgico. El peruvosido
es uno de los cardiotonicos de T. peruviana de mayor interés, por sus efectos
cardiovasculares y por los recientes hallazgos que sugieren su actividad como anti-

leucémico (Feng et al., 2016) y antitumoral contra células de cancer de mama triple
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negativas y células positivas al receptor de estrégeno (ER+) (Kaushik et al., 2017).
Debido a lo anterior, actualmente se realizan experimento de escalado en biorreactor de

7 litros para incrementar su produccion en este sistema de cultivo (Arias, 2018).
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Figura 1-5: TLC de extractos de T. peruviana. Deteccion de glucésidos cardioténicos (I y II),
triterpenos (1) y esteroides (IV) en extractos de EtOH aqg (E) y AcoEt (A) de explantes, callos y
suspensiones celulares de T. peruviana. S1: nerifolina (200 pg/mL); S2: peruvésido (400 pg/mL);
S3: digoxina (500 pg/mL); S4: acido oleandlico (200 pg/mL); S5: betulina (200 pg/mL) y S6: acido
ursélico (200 pug/mL), respectivamente. Fase movil: AcoEt: MeOH: Agua (100:13.5:10 v/viv).

El revelado con anisaldehido/H,SO4 y con el reactivo de Liberman-Burchard detecté dos

componentes con valor Rf cercano al de los triterpenoides acido oleandlico y acido
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ursolico en los extractos de AcoEt. Estos compuestos son descritos en la literatura por
sus actividades antibacterial, antiviral, antiulcerativa y antiinflamatoria (Wolska et al.,
2010); por tanto, su presencia en los cultivos celulares in vitro de T. peruviana es de gran
interés para estudios futuros que incluyan la confirmacion de su identidad y la
determinacion de la productividad.

Fase
Movil 1

Fase
Movil 2

Reactivo de Reactivo Reactivo
Folin Ciocalteu NP/PEG DPPH 0.08%

Figura 1-6: TLC de extractos de T. peruviana. Deteccion de compuestos fendlicos (1), flavonoides
(1) y antioxidantes (l11) en extractos EtOH aq (E) y AcoEt (A) de explantes, callos y suspensiones
celulares de T. peruviana. S1 a S6 corresponden a los estandares dihidroquercetina, acido galico,
clorogénico, cafeico, sinapico y ferdlico a la concentracion de 100 pg/mL. Fase movil 1:
AcoEt:MeOH:Agua (100:13.5:10 v/v/v). Fase mévil 2: BUOH:AcOH:Agua (24:1:25, vIviv).

Adicionalmente, se detectdé un perfil complejo de componentes en las cromatoplacas
reveladas con el reactivo de Folin-Ciocalteu, observandose diferencias entre el extracto
del explante y los extractos de callos y suspensiones celulares (Figura 1-6). El reactivo
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de Folin-Ciocalteu es usado comunmente para revelar CF; no obstante, este reactivo
también puede revelar otros compuestos como aminoacidos, acido dehidroascérbico y
azucares reductores (egj. glucosa y fructosa) presentes en extractos crudos de las plantas
(Everette et al., 2010), lo cual podria conducir a falsos positivos. Por lo anterior, las
cromatoplacas también se revelaron con una solucién etandlica del radical DPPH, la cual
se utiliza para detectar compuestos antioxidantes como los CF y Fv; con este reactivo, se
revelé un mayor nimero de componentes en el extracto EtOH aq de las suspensiones
celulares; de forma similar, en este extracto también se detectaron mas componentes Fv
con el revelador NP/PEG. Los CF y Fv de T. peruviana son de gran interés biomédico,
especialmente sinapoil y feruloil glucésidos de la quercetina y el kaempferol, los cuales
se han descrito previamente por su actividad antiviral contra el VIH (Tewtrakul et al.,
2002). Una caracteristica de este grupo de metabolitos de T. peruviana es que
generalmente se encuentran glicosilados formando moléculas polifendlicas complejas, lo
cual explicaria que no se hayan detectaron usando estandares de Fv sencillos. No
obstante, la deteccion preliminar de esta familia de metabolitos en los cultivos celulares

de T. peruviana aporta informacién sobre el perfil quimico de las suspensiones.

1.4.3 Determinacion de CF, Fv, GC, AA.

La tabla 1-3 presenta los resultados de la determinacion de los metabolitos intracelulares
en extractos EtOH aq de explantes, callos y suspensiones celulares de T. peruviana. El
andlisis de ANOVA mostré que hay diferencia significativa en el contenido de CF
(ANOVA: valor-F = 4,011; valor-p = 0,0095), Fv (ANOVA: valor-F = 12,460; valor-p =
3,2e-5) y AA (ANOVA: valor-F = 4,225; valor-p = 0,0076), encontrandose el contenido
mas alto en las suspensiones celulares; por el contrario, el contenido de GC (ANOVA:
valor-F = 443,9; valor-p = 6,19e-15) fue significativamente mayor en los explantes.
Cuando se compararon solamente las suspensiones celulares durante la cinética de
crecimiento, se observé diferencias no significativas en el contenido de CF (ANOVA:
valor-F = 1,826; valor-p = 0,224) y Fv (ANOVA: valor-F = 1,563; valor-p = 0,285) entre los
0 — 12 dias, correspondiente a la fase de crecimiento exponencial; ademas, se observé
diferencia no significativa en el contenido de AA durante toda la cinética de crecimiento

(ANOVA: valor-F = 0,873; valor-p = 0,581). Contrariamente, el analisis del contenido de
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GC mostro diferencia significativa entre los 0 — 20 dias (ANOVA: valor-F = 79,320; valor-
p = 8,77e-09), obteniéndose el contenido mas alto en el dia 14 (2,25 + 0,10 mg EP/ g
BS); no obstante, este valor fue 2,84 veces menor al determinado en los explantes.

Tabla 1-3: Contenido intracelular de compuestos fendlicos (CF), flavonoides (Fv), glucosidos
cardiotonicos (GC) y actividad antioxidante (AA) en extractos etandlicos de explantes, callos y

suspensiones celulares de T. peruviana.

CF Fv GC AA
Muestras
(mg EAG/g BS) (mg EQ/ g BS) (mg EP/ gBS) (mgET/gBS)

Explantes 2,49 + 0,44° 0,48 + 0,18¢ 6,39 + 0,292 3,58 + 0,24°
Callos 3,50 + 0,342 1,51 + 0,29« 1,49 + 0,01 7,29 +0,11%
Células dia0 2,52 +0,01° 1,41 + 0,01b 0,97 + 0,01°% 7,29 + 0,02%
Células dia2 3,23 +0,48% 1,66 + 0,30° 0,91 £ 0,04¢ 10,63 + 4,14
Células dia4 3,70+0,11% 1,74 + 0,07° 1,20 £ 0,11°® 10,11 + 0,292
Células dia6 3,38 + 0,09% 2,04 + 0,27 1,59 + 0,02¢ 9,83 +0,87
Células dia8 3,65+ 0,31% 1,83 + 0,08 1,33 £ 0,06 10,24 + 0,332
Células dia 10 3,66 + 0,242 1,95 + 0,60 1,29 + 0,04%® 10,85+ 2,182
Células dia12 3,30 +0,34% 2,33 +0,33%¢ 1,20 + 0,04%® 10,27 + 0,202
Células dia 14 4,20 + 0,36 2,67 +0,22% 2,25+0,10° 10,79 + 0,382
Células Dia 16 4,57 + 0,392 2,87 +0,34% 1,14 £ 0,03%® 10,86 + 1,802
Células Dia 18 4,57 + 1,312 3,58 £ 0,472 0,99 + 0,05% 11,18 + 0,232
Células Dia 20 4,85+ 0,372 3,77 £ 0,132 0,91 £ 0,09¢ 10,54 + 0,672

Valores de la media + DE de 3 réplicas independientes. Los valores con diferentes letras son

significativamente diferentes (p < 0.05).
Las células en el dia 0 corresponden a cultivos en fase de crecimiento exponencial.

Uno de los problemas asociados al cultivo in vitro de células en suspension es la
disminuciéon de la eficiencia de produccion de algunos metabolitos. En este estudio,
solamente los GC mostraron reduccién significativa de su concentracién en los cultivos
celulares, comparado con los explantes. Se pueden emplear diferentes estrategias para
mejorar la concentracion de GC en los cultivos de T. peruviana, entre los cuales se

encuentran modificaciones de condiciones de cultivo (i.e., temperatura, densidad y
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calidad de la luz, etc.) y de parametros como la agitacion y aeracién, los cuales estan

siendo evaluados en estudios alternos.

La figura 1-7 muestra los resultados de la determinacion del contenido de metabolitos
directamente en el medio de cultivo. El contenido mas alto de CF y Fv se produjo el dia 8
(59,08 + 4,4 mg EAG L?) y el dia 10 (128,25 + 27,13 mg EQ L?), respectivamente. El
nivel mas alto de GC se produjo el dia 6 (449,26 + 54,21 mg EP L), mientras que la
maxima actividad AA se observé el dia 12 (267,65 + 12,24 mg ET L?). Este resultado
revela que durante la fase de crecimiento exponencial se produce una liberacion
progresiva de estos metabolitos hacia el medio, lo cual representa una ventaja para la

subsecuente separacién de los metabolitos de interés.
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Figura 1-7: Contenido de compuestos fendlicos (A), flavonoides (B), glucdsidos cardioténicos (C)
y actividad antioxidante (D) en el medio de cultivo de las suspensiones celulares de T. peruviana
(extracelulares). Los resultados son presentados como el valor de la media + DE de tres

determinaciones independientes.

La presencia de metabolitos celulares en el medio de cultivo esta relacionada con la
capacidad que tienen las células de expulsar las sustancias toxicas o las que no son

requeridas para el metabolismo en un momento dado. En este sentido, se ha demostrado
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que los metabolitos secundarios experimentan diferentes reacciones de
biotransformacion después de su biosintesis (Ej: hidroxilacion, esterificacion o
glicosilacion), las cuales son determinantes para su excrecion o almacenamiento. Kreis &
Reinhard (1987) describieron la produccion de formas glicosiladas de GC en un cultivo de
células en suspension de Digitalis lanata, los cuales se encontraron frecuentemente
almacenados en vacuolas, mientras que las formas no glicosiladas o agliconas se
encontraron en el medio de cultivo, lo cual sugeria la capacidad de las agliconas para
difundir rapidamente al medio extracelular, a través de la membrana plasmatica. Un
fendmeno similar fue descrito para los CF en cultivos de células en suspension de
Catharanthus roseus (Shimoda et al., 2002) y en otros cultivos de células vegetales
(Tabata et al., 1988). En el caso de las suspensiones celulares de T. peruviana, es claro
gue durante la fase de crecimiento exponencial ocurre una progresiva liberacién de
metabolitos al medio de cultivo hasta que se alcanza un nivel maximo que varia
dependiendo del tipo de compuesto, por lo que el contenido extracelular de los GC, CFy
Fv estaria relacionado tanto con el incremento de la biomasa, como con la naturaleza
guimica del metabolito. La subsecuente disminucién de estos compuestos en el medio
extracelular podria explicarse por uno o varios de los siguientes eventos: 1) los
compuestos son retomados, biotransformados y utilizados para el metabolismo primario;
2) se reduce su biosintesis por agotamiento de precursores y en consecuencia su
excrecion; o, 3) son degradados en el medio de cultivo. La comprobacion del papel de la
glicosilacion en la excrecion y almacenamiento de GC y CF en células de T. peruviana
requerira de experimentos adicionales, enfocados a la caracterizacién de este tipo de

compuestos (glicésidos) a nivel intra y extracelular durante la cinética de crecimiento.

1.4.4 Perfil HPLC de metabolitos

La figura 1-8 muestra el perfil HPLC de los extractos etandlicos (intracelulares) y medios
de cultivo (extracelulares) de las suspensiones de T. peruviana entre los dias 5 a 10 (fase

de crecimiento exponencial).



28 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores de la

biosintesis de compuestos fendlicos

A
500000
_ S Blanco
< 400000 A N
3
= 300000 1
]
b1
% 200000 |
g
£ 100000
0 - T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)
B C
25000 = 25000 T Dia 5
< © & Dia 5 3 ia
< = S 20000 { %
£
3 15000 3 s
< 10000 & ok So
2 N S <
S ol e =
£ 5000
0
25000
< 20000
£
< 15000
S
2 10000
s
£ 5000

Intensid

o

o

o

o o

|
10.46
11.62 11.62 11.62 11.62 .26,
1

=3 9 9 =}
) o ) @
o -] ~N o

25000 25000
< Dia 8 <
5 20000 5 20000
= 15000 = 15000
<t
=] ©
S 10000 hd 2 10000
c -~ c
£ o0 MLM\ 2 00
E =
0 0
25000 T 25000
Dia9 <
S 20000 8 3 20000
£
< 15000 - < 15000
3 10000 ] S 10000
2 = k7
c <
g o A—MA.M—A-\—J\J\'\ -
E =
0 0
25000 25000 -
< Dia 10 < Dia 10
S 20000 S 20000
£ 15000 £ 15000
3 3 3
B 10000 < B 10000 ~
2 - [ <
2 5000 2 5000 1 pa
£ £ M
0 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 1-8: Perfil cromatografico (HPLC) a 280 nm de extractos intracelulares en EtOH aq y en el
medio de cultivo (extracelular) de las suspensiones celulares de T. peruviana, entre los dias 5y 10
de cultivo de la fase de crecimiento exponencial. A. Medio de cultivo sin inéculo (Blanco); B.

Extractos intracelulares; C. Medio extracelular.
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Se detectaron diferencias en el perfil cromatografico de las muestras intracelulares y
extracelulares, observandose un solo pico comun con tgr de 11,6 min. Este componente
no esté presente en el blanco (medio de cultivo sin in6culo), demostrandose que proviene
de las células de T. peruviana. La comparaciéon del tr y las absorbancias méximas de
cada uno de los componentes detectados en las muestras y los estandares arrojé que el
componente con tg de 11,6 corresponde al flavonoide dihidroquercetina (DHQ) (Figura 1-
9). Por otra parte, el componente con tg = 21 min que se detectd en el blanco no estuvo
presente en las muestras (intra y extracelulares), debido posiblemente a su rapida
metabolizacion por las células de T. peruviana.
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Figura 1-9: A) Comparacién del cromatograma (280 nm) y el espectro de absorcién UV/vis de un
extracto EtOH aq de células de T. peruviana cosechadas en el dia 5 de cultivo y el estandar de
DHQ. B) Estructura de la DHQ.



30 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores de la
biosintesis de compuestos fendlicos

Con el propésito de detectar CF o Fv sencillos (agliconas) en los extractos intracelulares
de las suspensiones de T. peruviana, estos se sometieron a hidrélisis con HCI 20 % y
luego se analizaron por HPLC. Este experimento permiti6 la deteccion de dos
componentes mayoritarios (A = 280 nm), los cuales estaban presentes en todas las
muestras (Anexo B). El primero es un componente no identificado con tg = 5,65 min, el
segundo mostré un tg cercano al del estandar DHQ (tr = 11,6 min). También se
detectaron tres componentes minoritarios con tg de 1,41 - 7,09 y 9,78 cuya identidad no

fue establecida en el presente estudio (Figura 1-10).

160000
2 4
140000 - i
120000 -
100000 -

f —No hidrolizado
:’

80000 - ;
'

----- Hidrolizado

60000 T
40000 T
20000 A

0 -

Intensidad (m UA)
S . 11.62

--1.41

10000 7
8000 A

6000 A

=e===- 7.09

4000 1 §

Intensidad (m UA)

=T T T T 978

[

2000 1 i
ik Y
0 5 10 15

Tiempo (min)

e, cec e e e ——-—-

25

Figura 1-10: Comparacioén de los cromatogramas (280 nm) de extractos EtOH aq de células de T.
peruviana (dia 5 de cultivo) antes y después de la hidrélisis con HCI 20%. En la parte inferior se

muestra una ampliacién del mismo cromatograma.



Capitulo 1 31

Por otra parte, los componentes con tg mayores de 12 minutos, que no se detectaron
después del tratamiento con HCI, podrian corresponder a CF y Fv complejos, razén por
la que no se detectaron en los extractos hidrolizados. Diversos estudios han reportado la
presencia de flavonas, flavanonas y flavonoles esterificados, hidroxilados y glicosilados
en plantas de T. peruviana, como la apigenina-5-metiléter (Voigtlander & Balsam, 1970),
dimetoxiflavanonas glicosiladas (Abe et al., 1995) y ésteres sinapoilo y feruloilo de los
glucosidos del kaempferol y la quercetina (Tewtrakul et al., 2002). Sin embargo, en el
presente estudio, no se identificaron las agliconas de estos compuestos en las
suspensiones celulares de T. peruviana, debido posiblemente a su baja concentracién en

las muestras.

1.4.5 Cuantificacion de la DHQ

La DHQ fue el Unico componente identificado en las suspensiones celulares de T.
peruviana. La cuantificacion de este compuesto se realizdé por HPLC, usando una curva
de calibracién (Anexo C) con un estandar de DHQ (100 - 6,25 pg mL?) Los resultados se
expresaron en unidades de mg/100 mL de suspension celular (Tabla 1-4). A nivel
intracelular se cuantificaron las formas conjugada y aglicona de la DHQ, usando las

siguientes ecuaciones:

DHQ conjugada = DHQ(Extracto+ HCL20%) — DHQ(Extracto — HCL 20%)

DHQ aglicona = DHQ(Extracto— HCl 20%)

Tabla 1-4: Concentracion de intracelular y extracelular de DHQ (mg/100 mL).

Tiempo* DHQ Intracelular (Media + DE)** DHQ extracelular DHQ Total
(dias) Aglicona Conjugada (Media + DE) Media + DE)
5 0,320 + 0,496 1,955 + 0,496 0,286 + 0,030 2,562 + 0,333
6 0,330 +1.248 2,806 + 1,248 0,256 + 0,021 3,392 £1.202
7 0,447 =+ 0,533 3,401 + 0,533 0,344 + 0,017 4,192 + 0,655
8 0,157 £ 0,223 3,328 + 0,223 0,142 + 0,053 3,627 £ 0.083
9 0,107 = 0,455 3,470 + 0,455 0,058 + 0,013 3,635+0,479
10 0,196 =+ 1.329 4,452 + 1,329 0,028 + 0,001 4,674 +1,384

* Tiempo después del subcultivo (fase de crecimiento exponencial).

** Valores de la media de tres replicas independientes + desviacion estandar (DE).
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Se calculé la cantidad de DHQ total (DHQ intracelular + DHQ extracelular) en las
suspensiones celulares, obteniéndose entre 2,56 y 4,67 mg de DHQ total/100 mL, entre
el dia 5y el dia 10 de la fase de crecimiento exponencial. Estos resultados muestran que
las concentraciones intracelulares de DHQ son significativamente mayores a las

concentraciones en el medio extracelular (valor p < 0,05) (Figura 1-11).
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Figura 1-11: Cuantificacion de DHQ extracelular e intracelular (total y aglicona) en los cultivos de

células en suspension de T. peruviana.

DHQ es un precursor natural de la quercetina en las plantas. La sintesis de quercetina a
partir de DHQ es catalizada por la enzima flavonol sintasa (FLS), una enzima ferrosa no
hémica que pertenece a la familia de dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato (2-
ODD). Esta enzima cataliza la formacién de un doble enlace entre los carbonos C-2 y C-3
de la DHQ. FLS también exhibe actividad flavanona 3-hidroxilasa (F3H), aceptando
flavanonas como sustratos para la sintesis de dihidroxiflavonoles como la DHQ,
proporcionando asi una ruta de conexién entre las flavanonas y los flavonoles (Sun et al.,
2019). Por lo anterior, la identificacion de FLS/F3H (por ejemplo, a través de estudios
transcriptomicos) seria una continuacion del presente estudio que aportaria al
conocimiento de la ruta metabdlica de la DHQ en los cultivos celulares de T. peruviana.

La DHQ es un potente antioxidante con propiedades terapéuticas prometedoras en

estados inflamatorias mayores como el cancer, enfermedades cardiovasculares y
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hepaticas (Tiukavkina et al., 1997; Weidmann, 2012; Oi et al., 2012); este compuesto se
reportd previamente en otra especie de la familia apocynaceae, Trachelospermum
jasminoides (Sheu et al., 2009), identificAndose en forma libre y glicosilada como
taxifolina 3-glucosido y taxifolina 3-arabindsido (Sakushima & Nishibe, 1988).

La caracterizacidon de las formas glicosiladas de la DHQ y otros flavonoides presentes en
los cultivos in vitro de T. peruviana requerira de estudio adicionales que incluyan la
separacion, purificaciéon y analisis estructural mediante técnicas analiticas como la

espectrometria de masas y la resonancia magnética nuclear (*H-RMN y *C-RMN).

1.5 Conclusiones

En el desarrollo de cultivos de células vegetales destinados a la obtencion de metabolitos
secundarios, es fundamental lograr altos rendimientos y producciones consistentes. Los
resultados del presente estudio representan un avance en el conocimiento del potencial
de cultivos celulares in vitro de T. peruviana, para la produccién de metabolitos de alto
valor farmacéutico como son los CF, Fv y AA. La evaluacion de estos metabolitos
mediante técnicas analiticas espectroscopicas y cromatograficas permitié su deteccion
tanto en la biomasa (intracelulares) como en el medio de cultivo (extracelulares) durante
la fase de crecimiento exponencial, evidenciandose diferencias en el perfil cromatografico
y la produccién dependiendo del tiempo de cultivo. Un resultado relevante fue la
identificacion del flavonoide DHQ en las suspensiones celulares, con una produccién de
4,67 mg de DHQ total/100 mL en el dia 10 de la fase de crecimiento exponencial. La
DHQ es un compuesto de interés por sus propiedades antioxidantes y anticancer.
Estudios futuros estaran dirigidos al, aumento y estabilizacion de la producciéon de éste y

otros CF y Fv de interés biomédico, presentes en estos cultivos.
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2. Capitulo 2

Efecto elicitor del acido salicilico y jasmonato
de metilo en la produccion biomasa,
compuestos  fendlicos, flavonoides vy
antioxidantes en cultivos de células en

suspension de Thevetia peruviana

2.1 Resumen

El objetivo del presente estudio fue establecer y optimizar el efecto del acido salicilico
(AS), jasmonato de metilo (MeJA) y la combinacion AS/MeJA, en la produccion biomasa
y de CF, Fv y AA en cultivos de células en suspension de T. peruviana a escala de
matraz agitado. Inicialmente se estudiaron los efectos independientes del AS y MeJA
sobre la biomasa y la produccion de los metabolitos de interés. Luego se optimizaron las
condiciones de elicitacion que permitieron incrementar la produccion de CF, como son: el
tiempo de elicitacion y el tiempo de exposicién al elicitor. Los contenidos de CF, Fvy AA
se determinaron mediante los métodos de Folin-Ciocalteu, método de complejaciéon de
flavonoides-aluminio y el ensayo ABTS, respectivamente. Se analizaron las diferencias
en el perfil de metabolitos intracelulares debido a los tratamientos mencionados,
mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Los contenidos mas altos de
CF, Fv y la AA se obtuvieron asi: MeJA 3 UM > AS/MeJA (300 pM/3 pM AS) > 300 uM
AS > control, cuando lo cultivos se elicitaron el dia 4 y se cosecharon 96 h después de la
elicitacion. Se demostré que MeJA 3 mM aument6 1,49 veces el contenido de CF; 1,66

veces la AA 'y 2,55 veces los Fv, comparado con el cultivo control. Mediante HPLC se
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identifico presencia del flavonoide dihidroguercetina en todos los tratamientos.
Adicionalmente, MeJA tuvo efecto inductor en la produccion de &cido clorogénico, pero
no incremento la produccion total de dihidroquercetina.

Palabras clave: Thevetia peruviana, cultivos vegetales in vitro, elicitores, acido salicilico,

Jasmonato de metilo, compuestos fendlicos.

2.2 Introduccién

Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum es fuente importante de metabolitos secundarios
con actividad farmacéutica, siendo ampliamente investigada la produccion de glicésidos
cardiotonicos (Bandara et al., 2010; Kohls et al., 2012; Kohls et al., 2015). No obstante,
durante la ultima década ha cobrado gran interés el estudio de los CF producidos por
esta planta, especialmente flavonoles y flavanonas, por su potencial actividad
antimicrobiana (Hassan et al., 2011; Dabur et al., 2007), antineoplasica (Haldar et al.,
2015; Ramos-Silva et al., 2017) y antiviral contra el VIH-1 (Tewtrakul et al., 2002).

Los CF son uno de los grupos de metabolitos secundarios mas importantes en las
plantas. Estos compuestos estan relacionados con los mecanismos de adaptacion
ambiental y estrés en condiciones de crecimiento in vivo (Buchanan et al., 2015). Sin
embargo, la calidad y la cantidad de estos compuestos y otros metabolitos secundarios
es extremadamente variable y depende de las condiciones biéticas y abibticas en las
plantas cultivadas en campo (Ncube et al., 2012). Por lo anterior, los cultivos in vitro de
células vegetales se visionan como una alternativa viable para aumentar la tasa de
crecimiento de la biomasa y estabilizar la produccién de metabolitos. Adicionalmente,
estos cultivos permiten la manipulacién de variables de crecimiento, asi como el uso de
precursores Yy/o elicitores que pueden alterar las rutas de biosintesis de CF, optimizando

su produccion (Sajca et al., 2000).

Un elicitor puede definirse como un compuesto (hatural o sintético) que inicia 0 mejora la
biosintesis de metabolitos especificos cuando se introduce en pequefas concentraciones

en un sistema de células vivas (Namdeo, 2007; Zhao et al., 2005). El acido jasmonico
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(JA) y el acido salicilico (AS) son moléculas de sefializacion que responden al estrés
bittico y abidtico en las plantas. Estas moléculas pueden usarse para inducir reacciones
cataliticas por enzimas especificas involucradas en la biosintesis de CF (Beckers &
Spoel, 2006). JA y AS se han utilizado en la estimulacion de la produccion de flavonoides
y polifenoles en suspensiones celulares, callos y cultivos de tejidos de diversas familias
de plantas (Manivannan et al., 2016; Vuong et al., 2014; Saeed et al., 2017; Gadzovska
et al., 2013). JA también se ha usado en combinacion con AS para incrementar la
produccién de CF en cultivos de células en suspensién de Vitis vinifera L., obteniéndose
aumento de hasta 2,76 veces en el contenido de CF intracelulares con 10 uM de JA + 10
UM de AS y 7,63 veces en el contenido de CF extracelulares con 10 uM de JA + 500 uM
de AS (Sudha et al 2003).

En el caso de cultivos de células en suspension de T. peruviana, Rincon et al., 2016,
describié el uso de JA (100 uM) en combinacién con el acido abscisico (10 uM) para
incrementar la produccion de CF en cultivos de callos de T. peruviana, obteniendo un
aumento de 2,9 veces en los CF totales comparado con los cultivos control (no
elicitados). MeJA también se ha usado para incrementar la produccion del cardiotonico
peruvésido en cultivos de células en suspension de T. peruviana, obteniéndose que la
aplicacién de 100 mg/L de MeJA al inicio del cultivo, induce la produccion de 8,93 mg/L
de peruvosido (Arias et al., 2010). Estas investigaciones se constituyen en antecedentes
del uso de fitohormonas, como JA, en la elicitacion de compuestos de interés en cultivos
in vitro de células de T. peruviana; no obstante, se requiere realizar una investigacion
mas completa que permita establecer el efecto de la aplicacién, por separado y en
combinacioén, del AS y MeJA, en el crecimiento de la biomasa, produccién y perfil de los
CFyFv.

En el presente estudio se logrd establecer el efecto de la aplicacién de AS y MeJA a los
cultivos de células en suspension de T. peruviana, evidenciandose cambios tanto en la
acumulacion de biomasa como en el contenido y perfil de CF y Fv, debido al tratamiento
y el tiempo de exposicidbn a cada elicitor. También se definieron las condiciones de
elicitacion, (tiempo de adicion del elicitor y tiempo de exposicion al elicitor), que

mejoraron la produccién de CF.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1.Reactivos

Los reactivos de Folin-Ciocalteu (2.0 N), &cido salicilico, Jasmonato de metilo (95%) se
adquirieron de Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, MO). Acido gélico y Trolox, 2,2’
Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), acetonitrilo grado HPLC, &cido férmico
y los solventes usados para las extracciones (grado analitico) se adquirieron en Merck
(Darmstadt, Alemania).

2.3.2.Suspensiones celulares

Las suspensiones celulares se prepararon a partir de 10 g (peso seco) de callos friables
frescos, los cuales se transfirieron a 100 mL de medio estéril liquido SH (Schenk &
Hildebrandt, 1972), suplementado con 2 mg L* de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D);
0,5 mg L de kinetina; 30 g L'! de sacarosa y 1 g L** de mioinositol (pH 5,8) en matraces
de 250 mL. Las suspensiones celulares se mantuvieron en un agitador orbital a 110 rpm,
fotoperiodo natural y 25 £ 2 °C. Los subcultivos se realizaron cada 2 semanas a partir de

2 g L-1 de in6culo (peso seco) (Arias et al., 2016).

2.3.3.Preparacion de los elicitores

AS y MeJA se prepararon inicialmente a una concentracion de 50 mM usando como
solvente etanol al 50 % (v/v), a partir de esta solucibn madre se prepararon las
concentraciones de trabajo, las cuales se filtraron a través de membranas Millipore de
0,45 pm (Minisartl, Sartorius, Alemania) antes de adicionarlas a las suspensiones

celulares

2.3.4.Efecto del ASy MeJA en la produccion de biomasa, CF, Fv y
AA (intracelulares y extracelulares).

Los experimentos se llevaron a cabo usando una suspension celular de 6 dias con una

concentracion de biomasa de 2 — 3 g de peso seco por litro de cultivo (g L?). Se utilizaron

matraces de 250 mL para un volumen final de 100 mL de suspensién celular en medio
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liquido estéril SH. Las condiciones del cultivo se mantuvieron como se describid

previamente en el capitulo .

Para establecer el efecto de AS y MeJA en el cultivo celular se utilizd un arreglo factorial
basado en un disefio completamente aleatorizado con dos factores a saber:
concentracion del elicitor y tiempo de exposicion al elicitor (Anexo D: Disefio
experimental). EI MeJA se adiciond al cultivo en concentraciones de 0, 1, 3y 5 uM,
mientras que el AS se adicion en concentraciones de 0, 100, 300 y 600 uM. Estos rangos
de concentracion se seleccionaron a partir de la revision de estudios previos
(Manivannan et al., 2016; Vuong et al., 2016; Sudha et al 2003) y mediante un cribado
inicial realizado en el laboratorio. Los elicitores se adicionaron al cultivo en el dia 8 de la
fase de crecimiento exponencial (seleccionado con base en la cinética de crecimiento y
de produccién de CF). Las células se cosecharon a las 24 y 96 h después de la adiciéon
del elicitor y se determin6é la produccion de biomasa, el contenido intracelular vy
extracelular de CF, Fv y AA, mediante los métodos analiticos que se describen en el
apartado 2.3.6. A partir de los resultados de estos experimentos se procedié a mejorar
las condiciones de elicitacién para incrementar la produccion de los metabolitos de

interés.

2.3.5.0ptimizacion de las condiciones de elicitacion

Los experimentos para optimizar las condiciones de elicitacion, como: el tiempo de
adicion del elicitor y el tiempo de exposicion al elicitor, se realizaron usando las mejores
concentraciones de AS y MeJA establecidas como se describe arriba. Todos los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado utilizando un método de muestreo
destructivo, que consistid en procesar la muestra completa en cada tiempo de cosecha.
Se utiliz6 una solucién de etanol al 50 % (v/v) como control en estos experimentos. En
experimentos previos se habia establecido que la solucion etandlica no tiene efecto

elicitor significativo comparado con un cultivo sin etanol (valor p = 0,246).

2.3.5.1. Tiempo de adicion del elicitor.

Para establecer el mejor tiempo de adicion del elicitor se utilizd un arreglo factorial con
tres factores: Tratamiento (AS y MeJA), tiempo de adicion del elicitor (dia 0, 4 y 8 del

cultivo en fase exponencial) y tiempo de exposicién al elicitor (24 y 96 horas post-
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elicitacion). Las concentraciones de AS y MeJA se mantuvieron fijas asi: AS 300 uM y
MeJA 3uM (Anexo E: Disefio de experimento). La produccion de biomasa y CF se realizo
utilizando los métodos analiticos que se describen en el apartado 2.3.6.

2.3.5.2. Tiempo de exposicion al elicitor.

Después de la determinacién del mejor tiempo de adicién del elicitor, se realizé un
experimento ampliando la ventana de tiempo de cosecha de las células después de la
adicion del elicitor (24 — 48 — 72 — 96 y 120 h), con el propésito de establecer el mejor
tiempo de exposicién al elicitor cuando AS y MeJA se aplican por separado y en
combinacion (AS/MeJA) al cultivo. Se utilizé un disefio experimental de tres bloques
(completamente al azar) con una variable independiente (tiempo de elicitacion) y tres

variables respuesta: contenido de CF, contenido de Fv y actividad AA.

2.3.6.Métodos analiticos

2.3.6.1. Procesamiento de las muestras

A continuacién, se describe el procesamiento de la biomasa y el medio de cultivo para la

cuantificacién de metabolitos intracelulares y extracelulares.

= Metabolitos intracelulares
La biomasa obtenida de cada experimento se secé en un horno de conveccién a 60 °C
durante 48 h y se pulverizé utilizando mortero. Para obtener los metabolitos
intracelulares, la biomasa pulverizada (0,3 g) se extrajo con 15 mL de una solucion de
etanol en agua al 50% (v/v), en un bafio ultrasonico (frecuencia 40 kHz) a 30 °C durante
30 min. Los extractos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min; el sobrenadante se
recolectd y almacen6 en tubos de polipropileno a 4 °C, protegidos de la luz. Estos

extractos se utilizaron para la determinacion cuantitativa de CF, Fvy AA.

= Metabolitos extracelulares
Los metabolitos extracelulares se determinaron directamente del medio de cultivo celular,

después de la filtracidén de la biomasa, sin ningiin paso de extraccion previo.
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2.3.6.2. Determinacion de la produccién de biomasa

Para determinar este parametro, las suspensiones celulares provenientes de cada
tratamiento se filtracién al vacio. La biomasa retenida se lavd tres veces con agua
destilada y luego se sec6 a 60 °C durante 24 h en un horno de conveccion. El peso seco
obtenido se expresé en gramos de biomasa seca por litro de cultivo (g L™?).

2.3.6.3. Determinacion de la produccion de metabolitos

= Determinacion del contenido de CF.
Se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteu siguiendo una metodologia descrita
previamente (Slinkard & Singleton, 1977). El contenido de CF se calcul6 usando una
curva de calibracién estandar de &cido galico (80 — 40 — 20 — 10 y 5 mg mL™) (Anexo A),
los resultados se expresaron en miligramos equivalentes a acido galico por litro de cultivo
(mg EAG L) o por gramo de peso seco de biomasa (mg EAG /g BS) para los CF

extracelulares e intracelulares, respectivamente.

= Determinacion del contenido de Fv.
Los flavonoides se determinaron mediante el método de complejacién de flavonoides con
aluminio (AICI;) descrito previamente (Pekal & Pyrzynska, 2014). Para los célculos se
utilizé una curva de calibracion estandar de quercetina (200 - 100 - 25 — 12,5y 6,25 mg
mL?1) (Anexo A). Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de
quercentina por litro de cultivo (mg EQ L) o por gramo de peso seco de biomasa (mg

EQ /g BS) para los CFv extracelulares e intracelulares, respectivamente.

= Determinacion de la AA.
Se us6 el ensayo de decoloraciéon de cationes radicales ABTS (Re et al., 1999). La AA se
calcul6 utilizando una curva de calibracion estandar con Trolox (150 - 75 - 37,5 - 18,8y
9,4 mg mL™?) (Anexo A). Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes Trolox
por litro de cultivo (mg ET L) o por gramo de peso seco de biomasa (mg ET /g BS) para

la AA extracelular e intracelular, respectivamente.
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2.3.7. Perfil HPLC de metabolitos

Este analisis se realizd con el propdsito de establecer el efecto de los elicitores en el
perfil de CF (intracelulares y extracelulares) bajo las mejores condiciones de elicitacion
establecidas en el inciso 2.3.5.2. El andlisis HPLC se realiz6 siguiendo la metodologia
descrita en el Capitulo 1. En forma resumida, 2 mL de cada muestra se diluyé hasta 10
mL con una solucion acuosa de etanol al 50%. Los extractos diluidos se filtraron en
membranas de 0,45 um, luego se analizaron. Adicionalmente, los extractos intracelulares
se sometieron a hidrélisis acida para el analisis de las agliconas (Tu et al, 2017); para lo
cual, el extracto (2 mL) se mezclé con 0,5 mL de HCI 20%, seguido de calentamiento a
85 °C por 90 min. Los hidrolizados se atemperaron y se ajust6 el volumen a 10 mL con
etanol 50%, luego se filtraron en membranas de 0,45 pm.

El andlisis cromatografico se realiz6 en un equipo HPLC Shimadzu Prominence acoplado
a un detector de matriz de diodos (SPD-M20 A) y al Software ChemStation, utilizando
una columna de fase inversa LiChrospherl 250-4 RP-18, 5 mm (Merck S.A). Las
condiciones de la separacion fueron: temperatura de 28 °C, velocidad de flujo de 1,5 mL
mint y un volumen de inyeccién de 20 pL. La fase movil consistié en: A (acido férmico al
1% en agua) y B (acido formico al 1% en acetonitrilo). El gradiente de elucion fue el
siguiente: 0 min (80% A + 20% B); 7 min (75% A + 25% B); 13 min (70% A + 30% B); 7
min (65% A + 35% B); 3 min (80% A + 20% B). Se selecciond la longitud de onda de 280
nm para el analisis cromatografico. Se compararon los tiempos de retencion (tr) y la
absorbancia UV-vis de los componentes presentes en las muestras y los obtenidos a
partir de estandares analiticos de compuestos fendlicos y flavonoides informados
previamente en T. peruviana (Dr. Duke’s Phytochemical and Ethnopharmaceutical
database) y otros disponibles en el laboratorio. También se realiz6 cuantificacion del
flavonoide dihidroquercetina (DHQ), previamente identificado en las suspensiones de T.
peruviana (resultados del Capitulo 1) y de otros compuestos que se pudiesen identificar
en los tratamientos, para lo cual se usaron curvas de calibracion con los estandares de

referencia.
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2.3.8.Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos se analizaron con el software estadistico RStudio version
1.1.383. Los resultados de la determinacion de CF, Fv y AA se presentaron como valores
de la media + desviacion estandar (DE). Las diferencias entre los tratamientos se
evaluaron con un ANOVA de una via, con un nivel de significancia de 0,05. También se
realizaron comparaciones multiples (por pares) mediante el método de la Diferencia
Significativa Honesta (DSH) de Tukey. Los resultados se presentaron como intervalos de
confianza al 95% (IC del 95%).

2.4. Resultados y discusion

2.4.1.Suspensiones celulares

Los cultivos celulares iniciados a partir de un in6culo de 6 dias mostraron una fase de
crecimiento exponencial de 12 dias, obteniéndose una concentracion méaxima de
biomasa en peso seco de 14,81 + 0,32 g L%, en el dia 14. Esta informaciéon es
indispensable para precisar el momento de adicion de los elicitores al cultivo. Se ha
establecido que durante la fase de crecimiento exponencial muchos metabolitos se
producen en niveles bajos, 0 no se producen, debido a que los precursores son utilizados
principalmente para la formacion de biomasa. Por lo anterior, la induccién de la
produccién de metabolitos secundarios suele ser mas efectiva en la fase de crecimiento
estacionaria o cuando las células alcanzan su maximo rendimiento (Ramirez-Estrada et
al., 2016). No obstante, en el presente estudio se estableci6 el dia 8 de crecimiento (fase
exponencial) para los experimentos iniciales de elicitacion, tomando como criterio para
esta seleccion tanto la cinética de produccién de biomasa como la cinética de produccién

de CF (en el dia 8 se alcanz6 la concentracién més alta de CF, Ver Figura 1-7).

2.4.2.Efecto de AS y MeJA en la produccién de biomasa, CF, Fv y
AA.

Las Tablas 2-1 y 2-2 muestra los resultados de la evaluacion del efecto del AS y MeJA en

la produccién de biomasa y de los metabolitos de interés (CF, Fv y AA) a nivel

intracelular y extracelular. Se demostr6 que AS y MeJA afectan la acumulacion

intracelular de CF, Fv y AA de una manera dependiente de la concentracion y el tiempo
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de exposicion al elicitor. A las 24 y 96 horas, el tratamiento con MeJA 3 UM increment6
de manera significativa el contenido intracelular de CF, Fv y AA (valor-p < 0,05);
adicionalmente, MeJA 1uM causoé increment6 significativo en el contenido de Fv y AA a
las 96 horas. En el caso del AS, solo la concentracibn de 300 uM causé aumento

significativo en el contenido de estos metabolitos después de 24 horas de elicitacion.

Tabla 2-1: Contenido de compuestos fendlicos (CF) y acumulacién de biomasa en las

suspensiones celulares de T. peruviana tratadas con AS y MeJA.

Contenido de CF

(mg EAG/g BS)*
(UM) (horas) (gL

Elicitor Tiempo de cosecha Biomasa

Intracelular Extracelular
MeJA
0 24 3,250 +0,381° 6,118 + 1,586% 10,850 * 1,282%
1 3,638 £ 0,129% 7,750 £ 1,142 8,386 + 0,146°
3 4,476 + 0,0972 7,697 + 0,5002 7,934 +0,150°
5 3,257 +0,129° 6,128 + 0,975%° 8,270 £ 1,012°
0 96 3,258 + 0,537° 5,256 + 0,752% 11,263 + 0,4992
1 3,920 + 0,201% 3,295 + 0,268° 9,674 + 1,40%¢
3 4,282 + 0,051 4,785 + 1,422% 8,742 + 0,358
5 3,812 +0,519% 4,755 + 0,564% 8,994 + 0,152%¢
AS
0 24 5,235 + 0,408 2,739 + 0,346 8,311 +0,790°
100 4,890 + 0,267°¢ 2,908 + 0,232 8,049 + 0,331°
300 5,983 + 0,0742 3,008 + 0,532 8,247 +0,282°
600 5,613 +0,021% 2,161 + 0,329° 8,470 + 0,076°
0 96 5,131 + 0,766 4,691 + 0,483? 11,328 + 0,086°
100 4,830 + 0,048° 4,652 + 1,093? 12,073 + 1,5512
300 4,928 + 0,239°¢ 3,780 * 0,439% 10,925 + 0,533
600 5,192 + 0,059 3,378 + 0,065% 10,818 + 0,257

* Valores de la media + DE de 3 réplicas independientes. Para cada elicitor, los valores con diferentes letras

son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Tabla 2-2: Contenido de flavonoides (Fv) y antioxidantes (AA) en las suspensiones celulares de T.

peruviana tratadas con diferentes concentraciones de AS y MeJA.

Elicitor
(UM)

Tiempo de
cosecha

(horas)

Contenido de Fv

(mg EQ/g BS)*

Intracelular

Extracelular

Contenido de AA

(mg ET/g BS)*
Intracelular Extracelular

MeJA

g w

g w +» O

24

96

4,225 +0,124°
4,331 +0,155°
5,107 £ 0,348?
4,469 + 0,124°

4,461 + 0,080°
5,513 + 0,674
5,750 + 0,179
4,998 + 0,219%

15,627 + 1,553%
16,334 + 0,883%
15,839 + 0,430%
13,088 + 2,0122

8,292 + 0,5842
7,577 £1,5482
7,967 + 0,752
8,077 £ 0,738

6,775 + 0,361°
6,503 + 0,584°
8,789 £ 0,2122
6,844 + 0,653"

6,038 + 0,684°
14,703 £ 0,171
14,641 + 0,085%

6,558 + 0,174°

17,020 * 2,3572
18,939 * 0,265%
16,668 + 0,5622
13,823 * 3,664

13,909 * 2,209°%
6.176 + 2.248°
6,533 + 0,425°
7,000 + 0,717°

100
300
600

0

100
300
600

24

96

5,883 + 0,486%"
5,236 + 0,840°
6,605 + 0,199?
5,981 + 0,628

5,049 £ 0,380
4,497 £ 0,862%
5,835 + 0,628
5,985 + 0,488?

5,347 + 0,0922
3,215 + 0,225
3,227 +£0,738°
1,253 + 0,340°

8,239 + 0,291*
4,546 + 1,165
3,190 + 0,186
2,037 £ 0,390°

6,596 + 0,149
6,364 + 0,020°
7,181 £ 0,4122
6,684 + 0,302

6,880 £ 0,219
6,547 + 0,165
7,112 + 0,413
6,875 + 0,257?

14,040 + 1,061
8,325 +1,114°

13,261 + 0,740%
9,582 + 1,922

10,061 * 0,491°
10,065 * 0,4152
12,951 +1,1932

9,620 + 2,279

* Valores de la media = DE de 3 réplicas independientes. Para cada elicitor, los valores con diferentes letras
son significativamente diferentes (p < 0,05).

Por otra parte, se evidencié que AS y MeJA no afectan significativamente el contenido

extracelular de CF y Fv (valor p > 0,05) en las tres concentraciones evaluadas; ademas,

estas moléculas provocan reduccién en el contenido extracelular de AA a las 24 y 96 h,

respectivamente. A partir de estos resultados los experimentos que siguieron se

enfocaron en optimizar las condiciones de elicitacion para incrementar la produccion de

los metabolitos intracelulares.
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El efecto inductor de AS y MeJA en la biosintesis de CF, Fv y AA en cultivos de células
en suspension de T. peruviana no habia sido reportado antes. Previamente, un estudio
realizado por Rincén et al., 2016, describio la presencia de CF en cultivos de callos de T.
peruviana, en concentracion de 0,95 = 0,01 mg EAG/g de extracto seco (ES); esta
concentracién aument6 a 2,8 + 0,02 mg EAG/ g ES después del tratamiento con JA 100
mM + acido abscisico 10 mM. Otro estudio realizado por Arias et al., 2016, informd de la
produccion de CF en suspensiones celulares de T. peruviana cultivada bajo luz de
diferentes longitudes de onda y en la oscuridad; obteniendo contenidos fendlicos totales
entre 7,21 y 7,91 mg EAG/ g BS en condiciones de luz y 9,46 mg EAG/ g BS en la
oscuridad, a los 23 dias de cultivo; este estudio también demostrd la relacion directa
entre el contenido de CF y la capacidad antioxidante determinada mediante ensayo

FRAP (acrénimo para Potencial Antioxidante Reductor Férrico) y ABTS.

En cuanto al efecto sobre la acumulacion de biomasa de T. peruviana, los resultados
muestran que MeJA reduce significativamente la acumulacion de biomasa en ambos
tiempos, a las 24 h (valor p = 0,0116) y 96 h de elicitaciéon (valor- p = 0,0153). El efecto
inhibidor de MeJA en la acumulacion de biomasa se habia informado previamente en
cultivos de suspension celular de Taxus (Patil et al., 2014) y fresas (Miyanaga et al.,
2000). Dos estudios independientes demostraron que MeJA inhibe el ciclo mitético en
células vegetales, deteniéndolos en la fase G1 antes de la transicion a la fase S. Esto
reduce la progresion del ciclo celular y, en consecuencia, el nimero de células que estan
en division activa (Noir et al., 2013). Estos hallazgos explicarian la reducciéon del
crecimiento celular que se observd en las suspensiones celulares de T. peruviana
tratadas con MeJA. En cuanto al tratamiento con AS, en nuestras condiciones
experimentales, este elicitor no afecté la acumulacién de biomasa en los cultivos de T.
peruviana (Tabla 2-1). Teniendo en cuenta que MeJA y AS no aumentaron la biomasa, el
tratamiento con estos elicitores no se recomienda cuando el propésito de los cultivos sea

Unicamente la obtencién de biomasa.

Aunque la produccién de biomasa es frecuentemente asociada con la produccion de
metabolitos secundarios, se debe considerar que durante la fase exponencial muchos de

los precursores necesarios para el metabolismo secundario estan siendo utilizados en el
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crecimiento celular, por lo que los metabolitos de interés se estarian formando en
cantidades bajas. Por el contrario, cuando las células son estresadas, ellas sacrifican el
crecimiento celular y los precursores son utilizados para la biosintesis de metabolitos de
defensa, como los CF. No obstante, es posible modificar algunas condiciones de
elicitacion, como el tiempo de adicion del elicitor y el tiempo de cosecha de las células
después de la adicion del elicitor, con el fin de incrementar la biosintesis de metabolitos
secundarios y reducir el efecto negativo sobre la acumulaciéon de biomasa. En algunos

casos el uso de combinaciones de elicitores también puede mejorar estos aspectos.

2.4.3.0ptimizacion de las condiciones de elicitacion.

Para establecer las mejores condiciones de elicitacién se utiliz6 un arreglo factorial
multinivel con tres factores, a saber: el tratamiento (AS y MeJA), tiempo de adicién del
elicitor (dia 0, 4 y 8 de crecimiento) y tiempo de exposicion al elicitor (24 y 96 post-
elicitacién). A partir de estos resultados, se realizé un experimento variando los tiempos
de exposicion al elicitor (desde 24 a 120 horas) bajo las mejores condiciones de
concentracion de elicitor y tiempo de adicién del elicitor previamente establecidas.
Ademads, se evalud el efecto de la adicion de la mezcla AS 300 pM/MeJA 3 uM sobre la

produccion de los metabolitos de interés.

2.4.3.1. Variable: tiempo de elicitacion

La Figura 2-1 muestra que el contenido de CF aumentd significativamente en
comparacion con los cultivos control cuando se afadid AS en el dia 4 de crecimiento.
Cuando el AS se adicion6 al principio (dia 0) o al final (dia 8) de la fase exponencial, se
produjo un aumento no significativo en los CF en comparacion con el control. Por otro
lado, MeJA aumentd significativamente el contenido de CF en comparacion con el
control, en los tres tiempos de adicién de elicitor y 96 h post-elicitacion. El andlisis de
varianza sobre los factores principales muestra que el tiempo de adicién del elicitor
influyen significativamente en la variable respuesta (produccion de CF); asi mismo, el
gréfico de interacciones muestra que el mejor tiempo de adicién del elicitor, para la
produccion de CF en los cultivos de T. peruviana, es el dia 4 de crecimiento en la fase
exponencial. (Anexo F: Analisis estadistico para la optimizacion del tiempo de elicitacién
en la produccion de compuestos fendlicos). Este resultado fue comparable al descrito por

Wang y colaboradores en 2015, quienes demostraron que la adicién de MeJA en la fase
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de crecimiento exponencial de cultivos celulares de Hypericum perforatum, incrementd

significativamente la acumulacién de CF, siendo el dia 4 el tiempo en que se produjo el

mayor efecto elicitor.
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Figura 2-1: Optimizacién de la variable “tiempo de adiciéon del elicitor” en la producciéon de

compuestos fendlicos en cultivos de células en suspension de T. peruviana. Los elicitores fueron

adicionados al inicio del cultivo o dia 0 (A) y durante el crecimiento exponencial, dias 4 (B) y 8 (C).

Los controles fueron cultivos celulares sin elicitor. Los resultados se presentan como la media +

DE, de tres experimentos independientes. Tratamientos identificados con letras distintas difieren

significativamente (valor p < 0,05).

Por otra parte, se evalud la produccion de biomasa en los tres tiempos de adicion de AS
y MeJA. La Figura 2-2 muestra que la adicién de MeJA (3 uM) y AS (300 puM) al inicio del

cultivo (dia 0) resulta en una disminucion significativa de la biomasa a las 24 horas post-
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elicitacion respecto al control, correspondiente 0,76 veces para MeJA y 0,59 veces para
AS; el efecto inhibidor sobre la biomasa fue mayor a las 96 horas (1,6 veces con ambos
elicitores). Cuando los elicitores se adicionaron el dia 4, resultd en una reduccion
significativa de la produccion de biomasa a las 24 horas (1,83 veces con MeJA y 1,35
veces con AS); sin embargo, a las 96 horas se observd recuperacién de la biomasa,

alcanzando concentraciones similares a las obtenidas en el control.
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Figura 2-2: Efecto de la variable “tiempo de adicion del elicitor” en la acumulacion de biomasa en
cultivos de células en suspension de T. peruviana. Los elicitores fueron adicionados al inicio del
cultivo o dia 0 (A) y durante el crecimiento exponencial, dias 4 (B) y 8 (C). Los controles fueron
cultivos celulares sin elicitor. Los resultados se presentan como la media = DE, de tres
experimentos independientes. Tratamientos identificados con letras distintas difieren
significativamente (valor p < 0,05).
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La adicion de MeJA el dia 8 produjo los contenidos méas bajos de biomasa en los cultivos
después de 24 y 96 horas post-elicitacion (reduccion de 2,47 y 3,56 veces respecto al
control); por el contrario, AS no causé efecto significativo en la produccion de biomasa.
Lo anterior demuestra que el tiempo de adicion del elicitor influye significativamente en la
producciéon de biomasa (ANEXO G: Analisis estadisticos del efecto de la variable tiempo

de elicitacién en la produccién de Biomasa).

De acuerdo con estos resultados se escogio que el dia 4 de cultivo como el mejor tiempo
de adicidon de MeJA y AS al cultivo de células en suspension de T. peruviana, debido a
gue en este tiempo se reducen los efectos negativos en la produccién de biomasa y se

incrementa significativamente la produccion de CF.

2.4.3.2. Variable: tiempo de exposicion al elicitor

Este pardmetro se evalud en los cultivos tratados con MeJA 3 uM, AS 300 pM y una
combinacion de ambos, AS 300 pM mas MeJA 3puM (AS/MeJA). Los elicitores se
adicionaron a las suspensiones celulares el dia 4 del cultivo (mejor tiempo de adicion del
elicitor definido arriba). Se determiné la produccién de CF, Fv y AA a nivel intracelular a
las 24, 48, 72, 96 y 120 h post-elicitacion (Figura 2-3). El aspecto de las suspensiones
celulares se muestra en la Figura 2-4, observandose cambio de coloracion desde crema
al amarillo que fue mas intenso en los tratamientos con MeJA, lo cual indica incremento

en la produccién de CF u otros compuestos coloreados.

El tratamiento con AS, MeJA y AS/MeJA incrementé la acumulacion de CF comparados
con el control (sin elicitacién) en todos los tiempos evaluados. También se observé una
alta correlaciéon entre el contenido de CF, Fv y la AA (Anexo H). Los niveles mas altos de
CF y AA se encontraron en los tratamientos con MeJA 3 uM a las 96 h post-elicitacion
(CF =4,47 £ 0,37 mg EAG/ g BS; AA =16,65 + 1,43 mg ET/ g BS), lo cual representa un
aumento del 49,25 % y 66,28 % en comparacion con el control, respectivamente.
Ademas, el mayor contenido de CF se encontr6 a las 72 h después de la elicitacion con
MeJA 3 uM (Fv = 6,88 + 0,65 mg EQ/ g BS), lo que representa un aumento del 105,26 %

en comparacion con los cultivos no tratados con MeJA.
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Figura 2-3: Optimizacién de la variable “tiempo de exposicion al elicitor” sobre la acumulacion de
compuestos fendlicos (A), flavonoides (B) y antioxidantes (C) intracelulares en los cultivos de
células en suspension de T. peruviana tratadas con MeJA 3uM, AS 300 puM y la combinacién
AS/MeJA (3 pM/300 pM). Los datos se presentan como valores de la media =+ DE de tres

experimentos independientes.
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MeJA AS Control

Figura 2-4: Cultivos de células en suspension control y tratadas con MeJA (3 uM) y AS (300 uM).

Las células fueron cosechadas, a) 24 horas y b) 96 horas después de la adicién del elicitor.

Por otro lado, el maximo efecto elicitor del AS se obtuvo durante las primeras horas de
cultivo, logrando un aumento de 21,41 % en los CF y 36,5 % en la AA a las 24 h post-
elicitacion, en comparacion con el control; mientras que el contenido de Fv aumento6 81,9
% a las 48 h post-elicitaciéon. La combinacion de elicitores AS y MeJA también aumenté
la produccion de estos metabolitos en comparacién con el cultivo sin elicitor, pero estos
niveles fueron mas bajos a los obtenidos solo con MeJA y mas altos a los obtenidos solo
con AS. Estos resultados sugieren que AS y MeJA tienen diferentes mecanismos de

accion sobre el metabolismo de las suspensiones celulares de T. peruviana.

Los resultados obtenidos hasta este punto demuestran que AS 300 uM y MeJA 3 uM
(solos o0 en combinacién) causan incremento en la produccion de CF totales en los
cultivos de T. peruviana, cuando son adicionados al cultivo en el dia 4 crecimiento (fase
exponencial) y un tiempo de exposicion de 24 h para AS y, entre 72-96 h para MeJA. No
obstante, es necesario saber si existen diferencias en el perfil de los metabolitos que son
inducidos por estas moléculas. Para respuesta a esta inquietud se analizé el perfil HPLC
de los metabolitos presentes en los extractos intracelulares y en el medio extracelular de

los cultivos a los diferentes tiempos de cosecha después de la adicion de los elicitores.
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2.4.4.Perfil HPLC de metabolitos

La Tabla 2-3 presenta los tr a 280 nm y las absorbancias maximas de los fenoles y
flavonoides usados como estandares en este experimento. El analisis por HPLC
demostré que el tratamiento con AS 300 uM, MeJA 3 UM y la combinacién AS/MeJA
ocasiona cambios en el perfil de metabolitos intracelulares y extracelulares en las
suspensiones celulares de T. peruviana. Independientemente del tratamiento, se

detectaron 11 componentes comunes en todos los extractos intracelulares (Figura 2-5).

Tabla 2-3: Tiempos de retencién (tr) a 280 nm y absorbancia maximas de los estdndares

analiticos de fenoles y flavonoides usados en el estudio.

Formula |tr Absorbancia
Compuesto Molecular | (min) | maxima (nm)
Acido clorégenico CisH1809 | 8,990 | 228/321/635
Acido cafeico CoHgO4 9,438 | 232/317/622

Acido trans-sinépico | CiiH120s | 9,915 | 222/237/292
Dihidroquecetina CisH1207 | 11,652 | 221/288/237

Coumarina CoHsO2 14,537 | 225/274/309
Quercetina CisH1007 | 16,369 | 226/253/369
Hesperetina C16H1405 18,653 | 223/237/286
Kaempferol C15H1006 | 18,990 | 228/266/356

La comparacién de los tiempos de retencion (tr) y los datos de absorbancia UV-vis de los
componentes presentes en las muestras y los estandares analiticos, identificd la
presencia del flavonoide DHQ (tr = 11,6 min) en todas las muestras. La intensidad del
pico de la DHQ fue dependiente del tiempo de cultivo y del tratamiento. El tratamiento de
las suspensiones con AS provocO una respuesta celular temprana caracterizada por la
produccion de dos compuestos con tr = 7,48 y 7,98 min, a las 24 h de elicitacion. Estos
compuestos no fueron detectados en las suspensiones control (Figura 2-5B).
Adicionalmente, en las suspensiones tratadas con MeJA se detectaron dos compuestos
diferentes con tr = 8,96 y 13,29 min, después de 72 h (Figura 2-5C). EI componente con
tr de 8.98 min se identific6 como acido clorogénico por comparacién con el estandar

analitico de referencia (Figura 2-6).
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Figura 2-5: Perfil HPLC de extractos etandlicos (intracelulares) de suspensiones celulares de T.
peruviana control (A) y tratadas con AS (B), MeJA (C) y AS/MeJA (D), cosechadas a diferentes
tiempos (24, 48, 72, 96 y 120 horas post-elicitacién). Cada cromatograma corresponde al

promedio de tres experimentos independientes.
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Figura 2-6: Cromatograma HPLC (280 nm) y espectro de absorcion UV/vis del estandar &cido
clorogénico y el extracto intracelular de una suspension celular de T. peruviana tratada con MeJA
3 uM y cosechada a las 72 h post-elicitacion.

Los cromatogramas del tratamiento con AS/MeJA no mastraron picos diferentes a los
identificados en los tratamientos independientes con AS y MeJA; sin embargo, se
detectaron cambios en las intensidades. Por ejemplo, se observé incremento en la
intensidad del pico de la DHQ y disminucion del pico con tr = 7,98 min, que habia sido
inducido por AS. De manera interesante, el acido clorogénico que fue inducido por MeJA,
no se detecté en el tratamiento con AS/MeJA (Figura 2-5D). Estos resultados sugieren
gue el tratamiento simultaneo con AS y MeJA produce un efecto antagdnico en algunos,
pero no en todos los CF producidos en los cultivos celulares de T. peruviana. Niki et
al.,1998 describieron que el antagonismo entre AS y JA desempefia un papel central en
la modulacion enddégena de la red de sefializacion inmune de las plantas. De manera
similar, se ha informado que el tratamiento ex6geno con AS y JA puede resultar en un
efecto antagénico sobre la produccién de CF y antioxidantes, ya que los salicilatos
pueden anular aspectos de la cascada de sefalizacion de JA (Ncho et al.,, 2016;
Considine et al., 2009). Este efecto antag6nico podria explicar la reduccién en la
produccion de CF totales y de acido clorogénico en las suspensiones de T. peruviana
cuando AS y MeJA se usan en combinacion, comparado con MeJA solo. No obstante, la
interaccion entre AS y MeJA parece ser mas compleja y también puede darse un efecto
sinérgico sobre el metabolismo secundario vegetal, dependiendo de la concentracion y el

tiempo de aplicacion al cultivo (Sukito & Tachibana, 2016).
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Dado que la mayoria de los CF y Fv reportados en plantas nativas de T. peruviana se
encuentran glicosilados (unidos a carbohidratos), se decidi6 someter los extractos
intracelulares a una hidrélisis con HCI 20% para obtener las agliconas. Los
cromatogramas de todas las muestras hidrolizadas presentaron dos componentes
mayoritarios, el primero con tr = 5,6 min y otro con tg = 11,6 min (correspondiente a la
DHQ); también se detectaron cuatro picos minoritarios contr = 1,41 —-1,75-7,05y 10,07
min, lo cuales no fueron identificados (Figura 2-7). El 4cido clorogénico (tgr = 8,96 min) se
detectd solo en los extractos hidrolizados de las suspensiones celulares tratadas con

MeJA a partir de las 72 h de elicitacion (Figura 2-8).
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Figura 2-7: Perfil HPLC de extractos etandlicos hidrolizados (intracelulares) de las suspensiones
celulares de T. peruviana control (A) y tratadas con AS (B), MeJA (C) y AS/MeJA (D), cosechadas
a diferentes tiempos de cultivos (24, 48, 72, 96 y 120 h). Cada cromatograma corresponde al

promedio de tres experimentos independientes.
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Figura 2-8: Cromatograma (280 nm) de extractos etandlicos hidrolizados de suspensiones

celulares de T. peruviana tratadas con MeJA 3 uM.

Ademas, en las suspensiones celulares tratadas con AS y AS/MeJA, se detectd un pico
con tg = 13,13 min, el cual corresponde al acido salicilico (tr = 13,13 min; Ab.max. =
221/235/300) (Figura 2-9). La deteccién de AS Unicamente en las muestras hidrolizadas
sugiere que este compuesto estaria presente en una forma glicosilada a nivel intracelular.
La presencia de formas conjugadas del AS con carbohidratos se ha reportado en varios
estudios de cultivos de células vegetales en suspension (Umetani et al., 1990). Se ha
documentado que la adiciébn exdgena de alcohol salicilico a estos cultivos activa la
transcripcién de genes de enzimas glicosiltransferasas, las cuales median la adicién de
carbohidratos al AS y otros compuestos fendlicos (Payyavula et al., 2009). Se ha
planteado que la glicosilacion es un mecanismo poderoso para que las plantas regulen la
localizacion celular, disponibilidad y actividad biolégica de los fenilpropanoides (Le Roy et

al., 2016).
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Figura 2-9: Cromatograma HPLC (280 nm) y espectro de absorcion UV/vis del acido salicilico y el
extracto etandlico de una suspension celular de T. peruviana tratada con AS/MeJA y cosechada a

las 72 h post-elicitacion.

A pesar de gue el propésito de la elicitacion estuvo enfocado principalmente a mejorar la
produccion de metabolitos intracelulares, se decidi6 realizar el andlisis por HPLC de los
metabolitos presentes en los medios extracelulares. La Figura 2-10 muestra los
cromatogramas correspondientes a estos analisis. En todas las muestras se detecté un
componente no identificado con tg = 16,27 min y otro componente con tg = 11,6 min
correspondiente a la DHQ. Adicionalmente, en los tratamientos con AS y la combinacién
AS/MeJa se detecto el AS (tr = 13,13 min) y otro un componente no identificado con tr =
14,66 min (Figura 2-10).
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Figura 2-10: Perfil HPLC del medio de cultivo (extracelular) de suspensiones celulares de T.
peruviana control (A) y tratadas con AS (B), MeJA (C) y AS/MeJA (D), cosechadas a diferentes
tiempos (24, 48, 72, 96 y 72 h). Cada cromatograma corresponde al promedio de tres

experimentos independientes.

2.4.5.Cuantificacion de DHQ y acido clorogénico.

Se calcularon las cantidades totales de DHQ y &cido clorogénico que se produjeron en
los cultivos celulares de T. peruviana, en los diferentes tratamientos y tiempo de cosecha
posterior a la elicitacién. La cuantificacion se realizé usando curvas de calibracion por

HPLC con los estandares de referencia (Anexo C y Anexo I).

Las concentraciones mas altas de DHQ se encontraron en las suspensiones celulares
tratadas con AS y en las suspensiones control en el dia 9 de cultivo (72 horas post-
elicitacion). El anadlisis de los extractos hidrolizados permiti6 establecer de manera
indirecta la DHQ que se encuentra unida a carbohidratos (forma conjugada), de tal
manera que la DHQ cuantificada en los extractos normales (sin HCI) es la que se

encuentra libre (forma aglicona) y la DHQ cuantificada en los extractos hidrolizados con
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HCI corresponde a la DHQ intracelular total (forma aglicona + forma conjugada), por
tanto la DHQ conjugada se calcula con la siguiente ecuacion.

DHQ conjugada = DHQ ycyy — DHQ— nepy

La Figura 2-11 muestra los resultados de la cuantificacion de las formas aglicona y
conjugada de la DHQ en los tratamientos con AS, MeJA, AS/MeJA y el control.
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Figura 2-11: Concentracion de DHQ intracelular (aglicona y conjugada) y extracelular en cultivos
de células en suspension de T. peruviana sin y con elicitacion, cosechadas a las 24, 48, 72, 96 y
120 horas post-elicitacién. La figura A corresponde al control y las figuras B, C y D corresponden a
los tratamientos con AS, MeJA y la combinacion AS/MeJA, respectivamente.

Este andlisis permitio establecer que la DHQ se encontraba mayoritariamente en forma
conjugada en los tratamientos con AS, MeJA y en el control. En las suspensiones

tratadas con AS/MeJA la cantidad de DHQ conjugada fue dependiente del tiempo de
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cultivo, observandose disminucion de su concentracion a medida que se incrementaba la
forma libre (aglicona), sin que hubiese diferencia significativa en el contenido total (valor
p = 0,245). Por otra parte, las concentraciones mas altas de DHQ (intracelular +
extracelular) se encontraron en los cultivos celulares que no fueron tratados con AS o
MeJA, obteniéndose una concentracibn maxima de 4,31 + 0,29 mg /100 mL de
suspension celular en el dia 10 de cultivo (72 h posterior al inicio del experimento de
elicitacién); mientras que la cantidad mas baja de DHQ se obtuvo en los tratamientos con
MeJA (1,60 — 2,16 mg/100 mL). Respecto al acido clorogénico, este solo se detecté en
las suspensiones tratadas con MeJA, a partir de las 72 h de elicitacion, obteniéndose una

concentracion maxima de 1,75 + 0,22 mg/100 mL de cultivo (Tabla 2-4).

Si bien, estos resultados podrian indicar que MeJA 3 uM dirige el metabolismo fendlico
de las células de T. peruviana hacia la biosintesis de polifenoles como el &cido
clorogénico, se requeriria de otros estudios (i.e., estudios de transcriptomica) para
comprobar esta hipétesis. Los polifenoles como el &cido clorogénico y los flavonoides
como la DHQ se sintetizan a partir de un precursor comun, el aminoacido fenilalanina, en
la ruta de los fenilpropanoides (Ververidis et al., 2007). La actividad de enzimas como la
fenilalanina amonio liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI) y
flavanona 3-hidroxilasa (F3H) son claves para biosintesis de estos metabolitos.
Actualmente se sabe que fitohormonas como el AS y JA cumplen un papel fundamental
en el control de la transcripcion de genes implicados en la biosintesis de metabolitos
secundarios en plantas medicinales, incluidos los fenilpropanoides (Afrin et al., 2015). En
el caso especifico de este grupo de metabolitos, estudios realizados en cultivos de
células en suspension de Hypericum perforatum demuestran que el tratamiento con
MeJA incrementa la produccion de flavonoides y la actividad de la enzima PAL (Wang et
al., 2015); igualmente, tratamiento con AS 250 uM produce aumento de la biosintesis de
fenilpropanoides y la actividad de las enzimas PAL y CHI (Gadzovska et al., 2013). En el
caso de T. peruviana, la determinacion de la actividad de estas enzimas o la expresion
de los genes permitan entender el efecto de estas AS y MeJA en el control de la ruta

fenilpropanoide.

Tabla 2-4: Concentracion total de dihidroquercetina y &cido clorogénico (intracelular y
extracelular) en las suspensiones celulares de T. peruviana con y sin tratamiento con AS, MeJA 'y
AS/MeJA.
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Tratamiento Dihidroquercetina Acido clorogénico
(mg/100 mL de cultivo) (mg/ 100 mL de cultivo)

Control (valor p = 8,45e-3)

24 h 3,03+ 0,36° ND

48 h 3,75 + 0,69% ND

72 h 4,30 £ 0,292 ND

96 h 4,02 +0,17% ND

120 h 2,99 +0,30° ND

AS (valor p = 3,86e-4)

24 h 3,07 £ 0,99° ND

48 h 3,04 +£0,63° ND

72 h 4,05+0,132 ND

96 h 2,32 +£0,31% ND

120 h 2,03 + 0,36° ND

MeJA (valor p = 0,222) MeJA (valor p = 1,78e-5)
24 h 2,16 £ 0,242 ND

48 h 1,60 + 0,332 0,18 + 0,04°
72 h 2,14 £ 0,142 1,48 + 0,262
96 h 1,71+ 0,482 1,75 + 0,222
120 h 2,05+0,43? 1,21 + 0,462
AS/MeJA (valor p = 0,245)

24 h 3,10 + 0,55 ND

48 h 3,10+ 0,282 ND

72 h 3,55 + 0,25 ND

96 h 3,05+0,182 ND

120 h 3,46 + 0,162 ND

Valores de la media + DE de 3 réplicas independientes. Para cada elicitor, los valores con diferentes
letras son significativamente diferentes (p < 0.05). ND = No detectado

2.5. Conclusioén

Se demostré que la elicitacion con AS y MeJA aument6 el contenido intracelular de CF,

FV y AA en los cultivos celulares, lo que sugiere un efecto inductor de estas fitohormonas
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en la ruta metabdlica de los fenilpropanoides de T. peruviana. Por otra parte, estas
moléculas no mejoraron la produccion de biomasa, lo cual sugiere que los precursores
necesarios para el crecimiento de la biomasa estarian siendo utilizados para la
biosintesis de CF. La adicion de MeJA 3 uM en el dia 4 de crecimiento y la cosecha de
las células a las 72 h posteriores a la elicitacion, produjo la mayor acumulacién de CF, Fv
y AA. Mediante analisis de HPLC se comprobd que AS y MeJA ocasiona cambios en el
perfil de metabolitos de T. peruviana. Se destaca que MeJA induce la produccién de
compuestos como el acido clorogénico en los cultivos a las 72 horas post-elicitacion. El
flavonoide DHQ se produjo en todos los cultivos celulares de T. peruviana, pero su
concentracion fue mayor en las suspensiones tratadas con AS 300 uM y en el control. El
tratamiento de los cultivos con la combinacion AS/MeJA produjo cambios en el perfil de
CF, sugiriendo un efecto antagénico del AS sobre el MeJA. Los resultados obtenidos nos
permiten concluir que la elicitacién con fitohormonas como AS y JA se podria aplicar
juntamente con otras estrategias (por ejemplo, procesos de escalado), para aumentar la

productividad de CF, Fv y AA en estos cultivos.

Bibliografia

Afrin S, Huang J-J, Luo Z-Y. JA-mediated transcriptional regulation of secondary
metabolism in medicinal plants. Science Bulletin. 2015 Jun;60(12):1062-72. doi:
10.1007/s11434-015-0813-0.

Arias JP, Zapata K, Rojano B, Arias M. Effect of light wavelength on cell growth, content
of phenolic compounds and antioxidant activity in cell suspension cultures of Thevetia
peruviana. J Photochem Photobiol B. 2016 Oct;163:87-91.

doi: 10.1016/j.jphotobiol.2016.08.014.

Arias M, Angarita M, Restrepo JM, Caicedo LA, Perea M. Elicitation with methyl-
jasmonate stimulates peruvoside production in cell suspension culture of Thevetia
peruviana. In Vitro Cell Dev Biol Plant. 2010; 46: 233—-8. doi: 10.1007/s11627-009-9249-z

Bandara V, Weinstein SA, White J, Eddleston M. A review of the natural history,

toxinology, diagnosis and clinical management of Nerium oleander (common oleander)



70 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores

de la biosintesis de compuestos fendlicos

and Thevetia peruviana (yellow oleander) poisoning. Toxicon. 2010 Sep 1;56(3):273-81.
doi: 10.1016/j.toxicon.2010.03.026.

Beckers GJ, Spoel SH. Fine-Tuning Plant Defence Signalling: Salicylate versus
Jasmonate. Plant Biol (Stuttg). 2006 Jan;8(1):1-10. doi: 10.1055/s-2005-872705.

Buchanan BB, Gruissem W, Jones RL. Biochemistry and Molecular Biology of Plants, 2nd
edition, John Wiley & Sons, Inc., 2015: 984-1195.

Considine M, Gordon C, Croft K, Ching S. Salicylic acid overrides the effect of methyl
jasmonate on the total antioxidant capacity of table grapes. Acta Hortic. 2009; 841:495—
498. doi: 10.17660/ActaHortic.2009.841.67.

Dabur R, Gupta A, Mandal TK, Singh DD, Bajpai V, Gurav AM, Lavekar GS. Antimicrobial
activity of some Indian medicinal plants. Afr J Tradit Complement Altern Med. 2007 Feb;
4(3): 313-8. do0i:10.4314/ajtcam.v4i3.31225.

Dr. Duke’s Phytochemical and Ethnobotanical databases.

https://phytochem.nal.usda.gov/phytochem/search (Accessed 12 June 2018).

Gadzovska S, Maury S, Delaunay A, Spasenoski M, Hagége D, Courtois D, Joseph C.
The influence of salicylic acid elicitation of shoots, callus, and cell suspension cultures on
production of naphtodianthrones and phenylpropanoids in Hypericum perforatum L. Plant
Cell Tissue Organ Cult (PCTOC). 2013 Apr;113(1):25-39. doi: 10.1007/s11240-012-
0248-0.

Haldar S, Karmakar I, Chakraborty M, Ahmad D, Haldar PK. Antitumor potential of
Thevetia peruviana on Ehrlich’s ascites carcinoma-bearing mice. J Environ Pathol Toxicol
Oncol. 2015;34(2):105-13. doi: 10.1615/JEnvironPatholToxicolOncol.2015012017.



Capitulo 2 71

Hassan MM, Saha AK, Khan SA, Islam A, Mahabub-Uz-Zaman M, Ahmed SSU. Studies
on the antidiarrhoeal, antimicrobial and cytotoxic activities of ethanol-extracted leaves of
yellow oleander (Thevetia peruviana). Open Vet J. 2011, 1(1): 28-31.

Kohls S, Scholz-Bottcher BM, Teste J, Rullkotter J. Isolation and quantification of six
cardiac glycosides from the seeds of Thevetia peruviana provide a basis for toxicological
survey. Indian J Biochem Biophys. 2015; 54: 1502-10. doi: 10.1002/chin.201611220.

Kohls S, Scholz-Béttcher BM, Teske J, Zark P, Rullkétter J. Cardiac glycosides from
yellow oleander (Thevetia peruviana) seed. Phytochemistry. 2012 Mar;75:114-27. doi:
10.1016/j.phytochem.2011.11.019.

Le Roy J, Huss B, Creach A, Hawkins S, Neutelings G. Glycosylation Is a Major
Regulator of Phenylpropanoid Availability and Biological Activity in Plants. Front Plant Sci.
2016 May 26;7:735. doi: 10.3389/fpls.2016.00735.

Manivannan A, Soundararajan P, Park YG, Jeong BR. Chemical Elicitor-Induced
Modulation of Antioxidant Metabolism and Enhancement of Secondary Metabolite
Accumulation in Cell Suspension Cultures of Scrophularia kakudensis Franch. Int J Mol
Sci. 2016 Mar 18;17(3):399. doi: 10.3390/ijms17030399.

Miyanaga K, Seki M, Furusaki S. Quantitative determination of cultured strawberry-cell
heterogeneity by image analysis: effects of médium modification on anthocyanin
accumulation. Biochem Eng J. 2000 Jul 1;5(3):201-207. doi: 10.1016/S1369-
703X(00)00059-0.

Namdeo A. Plant cell elicitation for production of secondary metabolites: A review.

Pharmacognosy Reviews 2007;1:69-79.

Ncho XE, Doumbia ML, Traore S, Konan YKF, Kone M, Kouakou TH. Estimation of total
phenolic compounds in treated leaves with methyl jasmonate and salicylic acid of banana
(Musa acuminata L. AAA group cv. Grand Naine) susceptible to the black leaf streak
disease. Agric Sci Res J. 2016;6:175-181.



72 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores

de la biosintesis de compuestos fendlicos

Ncube B, Finnie JF, Van Staden J. Quality from the field: the impact of environmental
factors as quality determinants in medicinal plants. S Afr J Bot. 2012;82:11-20. doi:
10.1016/j.sajb.2012.05.009.

Niki T, Mitsuhara |, Seo S, Ohtsubo N, Ohashi Y. Antagonistic effect of salicylic acid and
jasmonic acid on the expression of pathogenesis-related (PR) protein genes in wounded
mature tobacco leave. Plant Cell Physiol. 1998 May;39(5):500-7. doi:
10.1093/oxfordjournals.pcp.a029397.

Noir S, Bbmer M, Takahashi N, Ishida T, Tsui TL, Balbi V, Shanahan H, Sugimoto K,
Devoto A. Jasmonate controls leaf growth by repressing cell proliferation and the onset of
endoreduplication while maintaining a potential stand-by mode. Plant Physiol. 2013
Apr;161(4):1930-51. doi: 10.1104/pp.113.214908.

Patil RA, Lenka SK, Normanly J, Walker EL, Roberts SC. Methyl jasmonate represses
growth and affects cell cycle progression in cultured Taxus cells. Plant Cell Rep. 2014
Sep;33(9):1479-92. doi: 10.1007/s00299-014-1632-5.

Payyavula RS, Babst BA, Nelsen MP, Harding SA, Tsai CJ. Glycosylation-mediated
phenylpropanoid partitioning in Populus tremuloides cell cultures. BMC Plant Biol. 2009
Dec 29;9:151. doi: 10.1186/1471-2229-9-151.

Pekal A, Pyrzynska K. Evaluation of aluminium complexation reaction for flavonoid
content assay. Food Anal Methods. 2014; 7(9):1776-82. doi: 10.1007/s12161-014-9814-

X.

Ramirez-Estrada K, Vidal-Limon H, Hidalgo D, Moyano E, Golenioswki M, Cusidé RM,
Javier Palazon J. Elicitation, an Effective Strategy for the Biotechnological Production of
Bioactive High-Added Value Compounds in Plant Cell Factories. Molecules. 2016 Feb;
21(2): 182. doi: 10.3390/molecules21020182.



Capitulo 2 73

Ramos-Silva A, Tavares-Carre6n F, Figueroa M, De la Torre-Zavala S, Gastelum
Arellanez A, Rodriguez-Garcia A, Galan-Wong LJ, Avilés-Arnaut H. Anticancer potential
of Thevetia peruviana fruit methanolic extract. BMC Complement Altern Med. 2017 May
2;17(1):241. doi: 10.1186/s12906-017-1727-y.

Re R, Pellegrini N, Proteggente A, Pannala A, Yang M, Rice-Evans C. Antioxidant
activity applyingan improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radic Biol
Med. 1999 May;26(9-10):1231-7. doi: 10.1016/S0891-5849(98)00315-3.

Rincén-Pérez J, Rodriguez-Hernandez L, Ruiz-Valdiviezo VM, Abud-Archila M, Lujan-
Hidalgo MC, Ruiz-Lau N, Gonzalez-Mendoza D, Gutiérrez-Miceli FA. Fatty acids profile,
phenolic compounds and antioxidant capacity in elicited callus of Thevetia peruviana
(Pers.) K. Schum. J Oleo Sci. 2016;65(4):311-8. doi: 10.5650/jos.ess15254.

Saeed S, Ali H, Khan T, Kayani W, Khan MA. Impacts of methyl jasmonate and phenyl
acetic acid on biomass accumulation and antioxidant potential in adventitious roots of
Ajuga bracteosa Wall ex Benth, a high valued endangered medicinal plant. Physiol Mol
Biol Plants. 2017 Jan;23(1):229-237. doi: 10.1007/s12298-016-0406-7.

Sajca L, Grubisic D, Vunjak-Novakovic G. Bioreactors for plant engineering: an outlook for
further research. Biochem Eng J. 2000;4(2):89-99. doi: 10.1016/S1369-703X(99)00035-
2.

Schenk RV, Hildebrandt AC. Medium and Technigues for Induction and Growth of
Monocotyledonous and Dicotyledonous Plant Cell Cultures. Can J Bot. 1972; 50:199-204.

Slinkard K, Singleton VK. Total phenol analysis: automation and comparison with manual
methods. Am J Enol Vitic. 1977 Jan;28:49-55.

Sudha G, Ravishankar GA. Elicitation of anthocyanin production in callus cultures of
Daucus carota and the involvement of methyl jasmonate and salicylic acid. Acta Physiol
Plant. 2003 sep;25(3):249-56. doi: 10.1007/s11738-003-0005-4.



74 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores

de la biosintesis de compuestos fendlicos

Sukito A, Tachibana S. Effect of methyl jasmonate and salycilic acid synergism on
enhancement of bilobalide and ginkgolide production by immobilized cell cultures of
Ginkgo biloba. Bioresour Bioprocess. 2016;3:24. doi: 10.1186/s40643-016-0101-0.

Tewtrakul S, Nakamura N, Hattori M, Fujiwara T, Supavita T. Flavanone and flavonol
glycosides from the leaves of Thevetia peruviana and their HIV-1 reverse transcriptase
and HIV-1 integrase inhibitory activities. Chem Pharm Bull (Tokyo). 2002; 50: 630-5.

Tu X, Ma S, Gao Z, Wang J, Huang S, Chen W. One-Step Extraction and Hydrolysis of
Flavonoid Glycosides in Rape Bee Pollen Based on Soxhlet-Assisted Matrix Solid Phase
Dispersion. Phytochem Anal. 2017 Nov;28(6):505-511. doi: 10.1002/pca.2699.

Umetani Y, Kodakari E, Yamamura T, Tanaka S, Tabata M. Glucosylation of salicylic acid
by cell suspension cultures of Mallotus japonicas. Plant Cell Rep. 1990 Oct;9(6):325-7.
doi: 10.1007/BF00232861.

Ververidis F, Trantas E, Douglas C, Vollmer G, Kretzschmar G, Panopoulos N.
Biotechnology of flavonoids and other phenylpropanoid-derived natural products. Part Il
Reconstruction of multienzyme pathways in plants and microbes. Biotechnol J. 2007
Oct;2(10):1235-49. doi: 10.1002/biot.200700184.

Vuong TV, Franco C, Zhang W. Treatment strategies for high resveratrol induction in Vitis
vinifera L. cell suspension culture. Biotecnol Rep. 2014;1-2:15-21. doi:
10.1016/j.btre.2014.04.002.

Wang J, Qian J, Yao L, Lu Y. Enhanced production of flavonoids by methyl jasmonate
elicitation in cell suspension culture of Hypericum perforatum. Bioresour Bioprocess.
2015; 2:5. doi: 10.1186/s40643-014-0033-5.

Zhao J, Davis LC, Verpoorte R. Elicitor signal traduction leading to production of plant
secondary  metabolites. Biotechnol  Adv. 2005  Jun;23(4):283-333. doi:
10.1016/j.biotechadv.2005.01.003.



3. Capitulo 3

Deteccion de cambios en la induccion de
compuestos fendlicos en cultivos de células
en suspension de T. peruviana tratadas con
acido salicilico y jasmonato de metilo,
usando espectroscopia FT-NIR y RP-HPLC
combinadas con analisis multivariante
discriminante (AMV).

3.1. Resumen

El objetivo del presente estudio fue establecer cambios en el perfil de CF en cultivos de
células en suspension de T. peruviana elicitados con 4cido salicilico (AS) y jasmonato de
metilo (MeJA). Se utilizé la espectroscopia infrarroja cercana con transformada de Fourier
(FT-NIR) y cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC),
combinadas con analisis estadisticos multivariados (AMV) para detectar diferencias
significativas entre los tratamientos. El resultado del andlisis de componentes principales
(PCA) de los datos espectrales FT-NIR mejor6 la discriminacion de las muestras de
acuerdo con el tratamiento; mientras que el grafico de cargas del PCA exhibi6 influencia
significativa de una sefial centrada a 4670 cm™; esta sefial es caracteristica de CF, lo que
evidencia el efecto de la elicitacion sobre este grupo de metabolitos. Los resultados de la

aplicaciéon del AMV a los datos cromatograficos fueron notablemente consistentes con los
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obtenidos a partir de los datos del FT-NIR. Los andlisis discriminantes de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) y minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA)
mejoraron la separacion de las muestras respecto a el tratamiento. Por otra parte, los
modelos PCA y PLS-DA mostraron que el tiempo de exposicion de las células al MeJA
influye significativamente en la discriminacion de este grupo respecto al control,
sugiriendo que la respuesta ocurre 72 h después de la elicitacion. En conclusion, se
logra confirmar que AS y MeJA afectan de diferente manera el metabolismo fendlico de
las células en suspension de T. peruviana, produciendo cambios en la composicion de
estos metabolitos; estos cambios son particularmente dependientes del tiempo de

exposicion al elicitor en los cultivos tratados con MeJA.

Palabras clave: Thevetia peruviana, cultivos vegetales in vitro, FT-NIR, HPLC, analisis

estadistico multivariante, andlisis discriminante.

3.2. Introduccioén

El cultivo in vitro de células vegetales en suspensién es una estrategia biotecnolégica
ampliamente utilizada para incrementar la produccién de biomasa y de metabolitos
secundarios de valor farmacéutico (Ramachandra et al., 2002; Whitaker et al., 1986). En
el caso de T. peruviana esta estrategia va en caminada a el desarrollo productos de base
biotecnoldgica, tales como la produccion de metabolitos como peruvésido, tevetina y

compuestos fendlicos con alto potencial para el tratamiento del cancer.

La obtencién de cultivos celulares en suspensiéon de T. peruviana se logré hace mas de
una década en nuestro laboratorio (Arias et al., 2010) y se ha mantenido activa,
demostrando estabilidad en los pardmetros cinéticos de crecimiento celular (tiempos de
duplicacion, velocidad especifica de crecimiento y consumo de sustrato), incluso al
incrementarse la edad de los cultivos, medida como subcultivos celulares (Villegas-
Quicefio et al.,, 2018). De igual forma, se demostr6 que los cultivos responden al
tratamiento con elicitores quimicos, como AS, MeJA o la combinacion AS/MeJA
incrementando significativamente la produccion de CF, Fv y AA totales (resultados

mostrados en el capitulo 2 de este documento); evidenciandose, por la técnica de
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cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC) e inspeccion visual de los
cromatogramas, cambios en el perfil de CF intracelulares y extracelulares, dependiendo
del tipo de elicitor (Mendoza et al., 2018). No obstante, las evaluaciones de
cromatogramas basadas en similitudes visuales presentan dificultades que lo hacen
inconveniente para detectar diferencias significativas entre muestras complejas; por
ejemplo, la deteccion de cambios menores entre compuestos estrechamente
relacionados se dificulta debido a la subjetividad de la inspeccion visual. Por otra parte, el
analisis cuantitativo s6lo se podria realizar a unos pocos compuestos de identidad
conocida, por lo que se estarian ignorando aquellos analitos desconocidos que podrian

ser marcadores importantes de la respuesta celular al tratamiento.

Una solucidn a estos inconvenientes es la aplicacion del andlisis estadistico multivariante
(AMV) a los datos. Actualmente es comun el uso de técnicas analiticas cromatograficas o
espectroscopicas combinadas con el AMV para extraer informacién bioldgica relevante
de organismos vivos (Siebert, 2001; Granato et al., 2018). Este enfoque es usado
ampliamente en la investigacion de plantas; por ejemplo, en estudios de clasificacion
segun el origen geogréfico (Li et al., 2017), discriminacion de especies (Chen et al., 2011)
y cultivares (Guo et al, 2017), evaluacion metabdlica de plantas modificadas
genéticamente (Moreira & Scarminio, 2013) y prediccion de componentes de calidad
guimica (Zareef et al., 2018), entre otros. De la misma forma, el perfil cromatogréfico de
CF, combinado con el AMV, se ha empleado en estudios de clasificacion de plantas de
acuerdo a la susceptibilidad a infecciones (Diabate et al.,, 2009); también en la
determinacion de la calidad de plantas medicinales (Liu et al., 2017), probando ser una

herramienta eficaz para estos propésitos.

Por otra parte, técnicas analiticas no destructivas, como la espectroscopia de infrarrojo
medio con transformada de Fourier (FT-MIR) (Christou et al., 2017) y la espectroscopia
de infrarrojo cercano (FT-NIR) (Borille et al., 2017), se han usado junto al analisis
qguimiométrico, para discriminar y clasificar plantas. Aunque estas técnicas tienen menor
sensibilidad, comparada con las cromatograficas, ofrecen la ventaja de ser rapidas y
economicas, debido a que no se requiere preparacion laboriosa de las muestras, ni gasto
de reactivos o solventes; por lo que, si el objetivo es realizar un andlisis discriminante
rapido, éstas deben considerarse. En nuestro conocimiento, la aplicacion de la

espectroscopia infrarroja a la investigacion de cultivos de células vegetales en
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suspension se ha centrado en la cuantificacién de productos (Hashimoto et al., 2005) y el
monitoreo de parametros cinéticos del cultivo, como la velocidad de consumo de sustrato
(Hashimoto et al., 2001).

En el presente estudio se usé FT-NIR para determinar cambios en la produccion de CF
en las suspensiones celulares de T. peruviana tratadas con AS, MeJA y la combinacién
AS/MeJA. La espectroscopia NIR caracteriza el material en base a su absorcién en un
rango de ~4000-12500 cm?; este rango corresponde a sobretonos de frecuencias
vibracionales fundamentales (arménicos) y bandas de combinacion. Las bandas que
principalmente se observan surgen sobre todo del estiramiento de uniones O-H, C-H, y
N-H, por lo que esta técnica se ha utilizado para el analisis cualitativo y cuantitativo
compuestos fenodlicos (Frizon et al., 2015; Hassan et al., 2015), flavonoides (Lu et al.,
2011) y carbohidratos (Smith-Moritz et al., 2011) en plantas. Aunque la espectroscopia
NIR ofrece una menor selectividad molecular comparada con el FT-IR (rango de ~400—
4000 cm?), debido al mayor ensanchamiento de las bandas y a la omnipresencia de las
uniones O-H, CH y N-H en las moléculas organicas, este inconveniente puede
solucionarse a través del andlisis quimiométricos de los datos, permitiendo su aplicacion
en estudios de clasificacion de muestras (Cozzolino et al., 2003). Adicionalmente, FT-NIR
ofrece la ventaja de poder trabajar con diferentes volimenes de muestreo con un menor

tiempo de analisis,

Por lo anterior, el propésito de esta parte de la investigacion fue establecer de manera
rapida los cambios en la produccién y composicion de CF en los cultivos de células en
suspension de T. peruviana, debido al tratamiento con AS y MeJA, para lo cual se utilizd
FT-NIR y RP-HPLC combinados con AMV. Estas plataformas analiticas permitieron
mejorar la discriminacion entre los tratamientos y evidenciar el efecto del tiempo de

exposicion a los elicitores.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Reactivos.

Etanol absoluto 98%, &cido férmico 98-100% y acetonitrilo (grado HPLC) se adquirieron

en Merck (Darmstadt, Germany).

3.3.2.Cultivos de células en suspension

Los cultivos celulares se realizaron en medio liquido estéril SH (Schenk & Hildebrandt,
1972), suplementado con 2 mg L! de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); 0,5 mg L de
kinetina; 30 g L de sacarosa y 1 g L** de mioinositol (pH 5,8), a partir de 2-3 g L' de
in6culo (peso seco) y 100 mL de medio de cultivo, en matraces de 250 mL. Las
suspensiones celulares se mantuvieron en un agitador orbital a 110 rpm (New
BrunswickTMInnoval 2300), fotoperiodo natural y 25 + 2 °C (Arias et al., 2010). Los
experimentos de elicitacion se realizaron a partir de un subcultivo de 6 dias, conteniendo

2 g L de biomasa (peso seco), bajo las condiciones antes descritas.

3.3.3.Tratamiento de con los elicitores

La concentracion de los elicitores (AS 300 uM, MeJA 3 pM y la mezcla AS 300 uM/MeJA
3uM), y el tiempo de adicion del elicitor (dia 4 de cultivo) fueron establecidos en como se
describi6 en el Capitulo 2 de este documento y correspondieron a las mejores
condiciones de elicitacion (Mendoza et al., 2018). AS y MeJA se prepararon en una
solucion acuosa de etanol al 50 % (v/v) y se filtraron a través de membranas Millipore de
0,45 pm (Minisartl, Sartorius, Alemania) antes de adicionarlos a las suspensiones
celulares. Las células fueron cosechadas a las 24, 48, 72, 96 y 120 h posteriores a la
adicion de cada elicitor, con el propésito de establecer el efecto del tiempo de cultivo
sobre los cambios en la produccion y el perfil de los CF. El control de este experimento
fueron suspensiones celulares sin elicitor. Todos los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado utilizando un método de muestreo destructivo. En total se realizaron 60

experimentos, 15 por cada elicitor y 15 para el control.
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3.3.4.Analisis FT-NIR

= Muestras

Las células cosechadas se filtraron al vacio y se sometieron a secado en un horno de
conveccion a 60 °C durante 48 h. La biomasa obtenida se pulverizd utilizando mortero.
Posteriormente, se analiz6 en un espectrometro infrarrojo (NIRMaster™ FT-NIR
Spectrometer BUCHI) a un nimero de onda entre 4000 - 10000 cm™. Se realizaron 32

scans por muestra, a intervalos de 4 cm™,

= Procesamiento de los datos espectrales

Debido a que después de 7000 cm™ las lecturas de absorbancia fueron negativas, se
seleccioné la regiéon entre 4000 a 7000 cm? para construir la matriz X, cuyas
dimensiones fueron de 60 observaciones x 750 variables. Previo al AMV, los espectros
fueron pre-procesados en el software SIMCA 14.1.0.2047 (MKS Umetrics, Suecia)
utilizando primera y segunda derivada y algoritmos numéricos como el de Savirzky-Golay
(SG) y SNV (acrénimo en inglés para la Varianza Normal Estandar). El procesamiento
tuvo el propdsito de resolver sefiales superpuestas, mejorar las propiedades de la sefial y
suprimir caracteristicas espectrales no deseadas, como los efectos de la dispersion de la
luz causada por la heterogeneidad de las muestras (Bi et al., 2016). La calidad de cada
modelo se determind por el parametro de bondad de ajuste (R2) y el parametro de
bondad de prediccion (Q2). Luego de seleccionar el mejor modelo de procesamiento, los

datos de la matriz X se normalizaron y se escalaron utilizando varianza unitaria (UV).

» Anaélisis multivariante (AMV)

A partir de los datos procesados se realizé: Andlisis de componentes principales (PCA) y
los andlisis discriminantes de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) y de minimos
cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). El PCA es un método de reconocimiento no
supervisado cuyo proposito es explorar la presencia de patrones relevantes e
interpretables en los datos y detectar valores atipicos a través del andlisis T2 de
Hottelling (95 % del intervalo de confianza); por otra parte, PLS-DA y OPLS-DA son
métodos supervisados de reconocimiento de patrones que maximizan la separacion entre
muestras (Bartel et al., 2013). Los modelos de PCA, PLS-DA y OPLS-DA se generaron

utilizando el software SIMCA. Los graficos de puntuaciones (scores) se usaron para
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visualizar rdpidamente la discriminacién entre los tratamientos, mientras que los gréaficos
de carga (loadings) permitieron identificar las variables con mayor valor para la

discriminacioén de los tratamientos.

3.3.5.Analisis RP-HPLC

= Obtencién de extractos intracelulares.

Se obtuvieron extractos intracelulares de las suspensiones de T. peruviana para cada
uno de los tratamientos con los elicitores y el control, siguiendo el protocolo previamente
descrito en los Capitulos 1 y 2. En resumen, 0,3 g de biomasa seca y pulverizada se
extrajo con 15 mL de etanol al 50%, en un bafio ultrasénico (frecuencia 40 kHz) a 30 °C
durante 30 min. Los extractos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min; el
sobrenadante se recolectd y almaceno protegido de la luz, a -20 °C.

Un volumen de 2 mL de cada extracto se diluyé hasta 10 mL con etanol al 50%, luego se
filtr6 a través de membranas de 0,45 um. El perfilado cromatogréafico se realizé en un
equipo HPLC Shimadzu Prominence acoplado a un detector de matriz de diodos (SPD-
M20 A) y al Software ChemsStation, usando una columna de fase reversa LiChrospherl
250-4 RP-18, 5 mm (Merck S.A). Las condiciones del andlisis fueron: temperatura de 28
°C, velocidad de flujo de 1,5 mL min-1y volumen de inyeccion de 20 pL. Se usé una fase
movil binaria cuya composicion fue: fase A (acido férmico al 1% en agua) y fase B (acido
férmico al 1% en acetonitrilo). El programa de gradiente se establecié como se describio
en el Capitulo 1 (numeral 1.3.7). El tiempo de ejecucién de 30 min se establecié para
eluir todos los CF que pudiesen estar presentes en las muestras. Los datos fueron
adquiridos cada 640 milisegundos (msec). La longitud de onda de monitoreo fue

seleccionada a 280 nm.

= Procesamiento de datos y AMV

Los datos de absorbancia en funcion del tiempo para cada muestra se exportaron como
archivos ASCII 2D; luego se usaron para construir una matriz X con 60 observaciones y
4.686 variables. Un andlisis previo de los datos mostro poca dispersion en los tiempos de
retencion entre las muestras, por lo que no se aplicd ningin algoritmo para alinear los
picos. La matriz X de datos fue importada al software SIMCA 14.1.0.2047 (MKS
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Umetrics, Suecia), los datos se normalizaron y se escalaron usando el método de Pareto;
luego se aplicaron los andlisis de PCA, PLS-DA y OPLS-DA.

3.4. Resultados y discusion

AS y JA son fitohormonas enddgenas de tolerancia al estrés bidtico y abiodtico (Khan &
Khan, 2013; Rejeb et al., 2014). Estas moléculas promueven la expresion de genes que
activan rutas metabolicas de defensa, como la ruta de los fenilpropanoides (Reymond &
Farmer, 1998); por esta razon, AS y el éster metilico del JA (MeJA) se usaron como
elicitores en los cultivos de células en suspension de T. peruviana. En este estudio se
utilizaron dos técnicas analiticas robustas, la espectroscopia FT-NIR y la cromatografia
RP-HPLC, combinado con AMV como métodos exploratorios para establecer repuestas
diferenciales en el metabolismo fendlico de células de T. peruviana tratadas con AS,
MeJA y la mezcla AS/MeJA.

3.4.1. FT-NIRy AMV de los datos espectrales

La Figura 3-1 muestra los espectros FT-NIR sin procesar de la biomasa de T. peruviana

correspondientes a los controles y los diferentes tratamientos con los elicitores.

Log /R

120 A0 160 4800 SO0 200 5400 56X SH00 () 6200 6400 66X

Numero de longlitud de onda (cm-1)

Figura 3-1: Espectros FT-NIR sin procesar de las muestras de T. peruvana (biomasa), tratadas
con AS, MeJA, AS/MeJA 'y el control (n = 60).
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El algoritmo SNV mas la primera derivada (SNV + 1 Der) fue el mejor método para el
procesamiento de los espectros, generando un modelo PCA que redujo la
dimensionalidad de los datos a seis componentes principales (R2X(cum) = 0,996 y
Q2(cum) = 0,995). SNV es un método comun de procesamiento de espectros FT-IR (Bi et
al., 2016; Rinnan et al., 2009), su objetivo es corregir efectos de dispersion de las
sefiales, siendo usado en estudios de regresion multivariable, en modelos de
clasificacion y de analisis exploratorios. En este caso, la aplicacion del algoritmo SNV a
los datos ayudd a corregir la linea base de los espectros, mientras que la primera

derivada mejoré la separaciéon de posibles sefales superpuestas (Figura 3-2).

AR Q200 a0 ABK 430 5000 200 a0 500 5800 500 S 6400 Ho( HHX

Namero de longilud de onds (em-1)

Figura 3-2: Espectros FT-NIR de la biomasa de T. peruviana procesados con el algoritmo SNV +
1Der.

La Figura 3-3 A muestra el gréafico bidimensional de score utilizando los dos primeros
componentes principales, que representan el 82 % y el 11,4 % de la variacion total de los
datos, respectivamente. Se observé la existencia de un patrén de distribucion de las
puntuaciones de acuerdo con el tratamiento; las muestras correspondientes a los
tratamientos con AS y MeJA fueron separadas por el segundo componente t [2]; mientras
gue las muestras correspondientes al tratamiento con AS/MeJA y el control fueron
separadas por el primer t [1] y segundo componente t [2]. Adicionalmente, el grafico de
score mostré que las puntuaciones dentro de un mismo tratamiento exhiben un limite
amplio de distribucion, lo cual sugiere que el PCA tiene una capacidad relativamente alta
para distinguir los tratamientos de acuerdo con el tiempo de exposicion al elicitor (tiempo

de cosecha post-elicitacion).
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Figura 3-3: A) Grafico de score hidimensional y B) grafico de loadings para los tres primeros
componentes principales del PCA de los espectros FT-NIR de la biomasa de T. peruviana,
después del tratamiento con AS, MeJA y AS/MeJA. Los nimeros en las puntuaciones del gréafico
de score representan el tiempo de cosecha de las células post-elicitacion (24 a 120 h); la elipse
representa el T2 Hotelling con un 95% de confianza.

En cuento al grafico de loadings (Figura 3-3 B), éste mostré que las variables espectrales

mas significativas para la separacion de muestras en el PCA se distribuyeron
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principalmente en la regién de 4200 - 5300 cm™. El primer componente principal enfatizé
la sefial espectral centrada a 5160 cm™, la cual corresponde a la combinacion de
estiramiento y flexion del —OH de las moléculas de agua; concretamente, esta sefial ha
sido asignada a la formacion de enlaces de hidrogeno del agua hacia el oxigeno del
carbonilo del esqueleto central de las proteinas (lwamoto, 2010). El segundo componente
principal destac6 una sefial espectral centrada en 4670 cm™, la cual es caracteristica del
enlace C-H de especies fendlicas (Li & Qu, 2010). Aunque el tercer componente
solamente describe el 4,41 % de la variacion, éste exhibié una clara dominacion de la
sefial fendlica a 4670 cm™ y otra sefial centrada a 4390 cm?, correspondiente al almidén
(combinacion de estiramiento O-H y C-C) (Lapcharoensuk & Nakawajana, 2018). Este
resultado confirma que el tratamiento de las suspensiones celulares de T. peruviana con
AS y MeJA producen cambios cualitativos y cuantitativos en el metabolismo fendlico,
también se sugiere un efecto sobre el metabolismo de las proteinas y los carbohidratos,
lo que debe confirmarse mediante estudios metabolémicos con técnicas analiticas mas
robustas como Resonancia Magnética Nuclear Proténica (*H-RMN) y Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Masas (CL-EM) [35]

Un subsiguiente andlisis de los datos espectrales usando el método supervisado PLS-DA
apoya lo observado en el PCA. El modelo PLS-DA redujo la dimensionalidad de los datos
espectrales a nueve componentes principales que explicaron el 99,8 % de la varianza
(R2X = 0,998; R2Y = 0,837 y Q2X = 0,731). El grafico de score (Figura 3-4 A) del PLS-
DA mostré6 un mejor agrupamiento de las muestras de acuerdo con el tratamiento y
confirmd la relevancia del segundo componente principal para la separacién de las
muestras tratadas con AS y MeJA. El grafico de loadings del PLS-DA reafirma la
relevancia de la sefal fendlica a 4670 cm™ en el segundo y tercer componente principal
(Figura 3-4 B).
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Figura 3-4: A) Grafico de score bidimensional y B) grafico de loadings para los tres primeros
componentes principales del PLS-DA de los espectros FT-NIR de la biomasa de T. peruviana,
después del tratamiento con AS, MeJA y AS/MeJA. Los nimeros en las puntuaciones del grafico
de score representan el tiempo de cosecha de las células post-elicitacion (24 a 120 h); la elipse

representa el T2 Hotelling con un 95% de confianza.

El analisis OPLS-DA generé un modelo (R2X = 0,998; R2Y = 0,779 y Q2R = 0,719) que
redujo la dimensionalidad de los datos a tres componentes predictivos y cinco

componentes ortogonales (3 + 5 + 0). El gréafico de score bidimensional (Figura 3-5 A)
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mostré que el modelo reduce el efecto del tiempo de exposicion al elicitor, lo cual explica
la menor segregacion de las muestras dentro de un mismo tratamiento (Figura 3-5 A).
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Figura 3-5: A) Grafico de score bidimensional y B) grafico de loadings para los tres primeros
componentes principales del OPLS-DA de los espectros FT-NIR de la biomasa de T. peruviana,
después del tratamiento con AS, MeJA y AS/MeJA. Los nimeros en las puntuaciones del grafico
de score representan el tiempo de cosecha de las células post-elicitacion (24 a 120 h); la elipse

representa el T2 Hotelling con un 95% de confianza.

Tanto PLS-DA como OPLS-DA son herramientas de modelado estadistico potentes que
se usan comunmente en estudios de clasificacion y discriminacién entre grupos
experimentales; sin embargo, estas técnicas pueden forzar la separacion de los grupos,
generando interpretaciones estadisticas erréneas; especialmente cuando el PCA no

expone separacion de los grupos (Worley & Powera, 2016). En el presente estudio, PCA
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mostré la existencia de un patrébn de separacion de las muestras de acuerdo al
tratamiento, por lo que se asume que los resultados de los analisis supervisados son

confiables.

FT-NIR combinado con AMV se ha usado para el desarrollo de métodos predictivos del
contenido de compuestos fendlicos (Frizon et al., 2015; Hassan et al., 2015) y
flavonoides (Lu et al., 2011) en plantas, evidencidndose el valor predictivo de la banda
fendlica a 4670 cm?. En el presente estudio, estd banda fue significativa para la
discriminacién de los tratamientos, demostrando que AS y MeJA causan efectos
diferentes en la biosintesis fendlica en los cultivos de células en suspension de T.
peruviana. También se demostrd que la segregaciéon de las muestras fue dependiente
del tipo de elicitor y también del tiempo de exposicion al elicitor; esto fue particularmente
evidente en los tratamientos con MeJA y AS/MeJA, permitiendo establecer que, bajo las
condiciones del experimento, estos elicitores inducen la biosintesis de compuestos

fendlicos a las 72 horas.

3.4.2. Perfilado RP-HPLC y AMV de los datos cromatograficos

En el capitulo 2 se mostrd, mediante comparacién visual de los cromatogramas de
HPLC, que el tratamiento con AS, MeJA y la combinacion AS/MeJA produce cambios en
el perfil de los metabolitos intracelulares de T. peruviana, analizados a 280 nm. En el
presente capitulo se aplicé AMV a los datos cromatograficos del HPLC con el propésito
de evidenciar una mejor discriminacion de los tratamientos de acuerdo al tipo de elicitor y
detectar los componentes que son significativos para la discriminacion de los

tratamientos.

El AMV se aplic a los datos, previa normalizacion y escalado. El modelo de PCA (R2X =
0,91; Q2X = 0,851) redujo la dimensionalidad de los datos a seis componentes
principales. Los dos primeros componentes pudieron explicar el 49,2 % y 21 %,

respectivamente, de la varianza total de los datos.
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Figura 3-6: Perfiles de HPLC (280 nm) de los extractos de la biomasa de T. peruviana tratadas
con AS, MeJA y AS/MeJA, cosechadas 24, 48, 72, 96 y 120 h post-elicitacion. Se muestran los

datos brutos de los cromatogramas apilados (n = 60).

El grafico de score del PCA (Figura 3-7 A) muestra diferenciacion explicita entre las
muestras segun el tratamiento. La separaciéon fue mas evidente entre los controles y el
grupo tratado con la combinacion AS/MeJA. En el caso de las muestras tratadas sélo con
AS y sélo con MeJA, la separacién respecto al control fue influenciada por el tiempo de
exposicion al elicitor. Adicionalmente, algunas muestras correspondientes al tratamiento
con MeJA (tiempos de cosecha a 96 y 120 h) se ubicaron en posiciones remotas en el
gréafico, por lo que éstas podrian definirse como valores atipicos en el modelo; para
confirmar esto, se realiz6 un analisis de los residuales T2 de Hotelling, el cual descart6 la
presencia de valores atipicos, en consecuencia, todos los datos se incluyeron en los

siguientes analisis.
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Figura 3-7: A) Gréafico de score y B) Loadings bidimensionales del PCA de los datos
cromatograficos de extractos de la biomasa de T. peruviana, después del tratamiento con AS,
MeJA y AS/MeJA. Los numeros de las puntuaciones en el grafico de score representan el tiempo
de cosecha de las células post-elicitacion (24 a 120 h); la elipse representa el T2 Hotelling con un
95% de confianza.

El grafico de loadings del PCA (Figura 3-8 B) se us6 para determinar los componentes
guimicos responsables de la varianza de los datos. Se observé que compuestos como la
dihidroquercetina (tr =11,6 min) y componentes con tg = 12,5y 12,8 min influyen en la
separacion del grupo de muestras tratadas con la combinacion AS/MeJA; mientras que
compuestos como 4cido clorogénico (tr = 7,9) y el componente con tg = 8,9 son
importantes para la separacion de los grupos de muestras tratadas s6lo con AS y sélo
con MeJA, respectivamente. Infortunadamente, los compuestos contg = 12,5-12,8y 7,9
min no se han identificado aun, por lo que uno de los esfuerzos futuros sera su
caracterizacion gquimica, dada la relevancia como posible marcador de discriminacion
asociada al tratamiento de las suspensiones de T. peruviana con AS y la combinacién
AS/MeJA.

La aplicacion del analisis PLS-DA a los datos cromatograficos mejoré la separacion de
las muestras de acuerdo con el tratamiento (Figura 3-8). El grafico de score (Figura 3-8
A) muestra que el segundo componente principal t [2] separa los grupos de muestras

tratados con AS y AS/MeJA de aquellos tratados con MeJA y el control; mientras que el
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primer componente principal separa los grupos tratados con las MeJA y AS/MeJA de
aquellos tratados con AS y el control. Este grafico también indica que la separacion de
las muestras en el grupo tratado con MeJA estuvo influenciada por el tiempo de cosecha
post-elicitacion, observandose diferencia significativa a las 72 h de exposicion al MeJA.
La Figura 3-9 presenta los resultados del andlisis OPLS-DA. Este modelo redujo la
dimensionalidad de las variables cromatogréficas a tres componentes predictivos y cinco
componentes ortogonales (3 + 5 + 0), evidenciandose reduccion del efecto del tiempo de
cosecha de las células post-elicitacion lo que mejord la separacion de los grupos de

muestras de acuerdo con el tratamiento. Lo mismo se observo con los datos FT-NIR.
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Figura 3-8: A) Gréaficos de score y B) Loadings del PLS-DA del OPLS-DA de los datos
cromatograficos de extractos de la biomasa de T. peruviana, después del tratamiento con AS,
MeJA y AS/MeJA. Los numeros de las puntuaciones en el grafico de score representan el tiempo
de cosecha de las células post-elicitacion (24 a 120 h); la elipse representa el T2 Hotelling con un

95% de confianza.
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Figura 3-9: A) Gréficos de score y B) Loadings bidimensionales del OPLS-DA de los datos
cromatograficos de extractos de la biomasa de T. peruviana, después del tratamiento con AS,
MeJA y AS/MeJA. Los numeros de las puntuaciones en el gréfico de score representan el tiempo
de cosecha de las células post-elicitacion (24 a 120 h); La elipse representa el T2 Hotelling con un

95% de confianza.

A través de estos resultados se logra demostrar que AS y MeJA producen cambios
diferentes en la composicion de CF de las suspensiones celulares de T. peruviana, lo
cual supone variaciones en el metabolismo fendlico. Estos cambios no podian verse
Unicamente con la cuantificacion de los CF totales. Al utilizar técnicas mas robustas como
el FT-NIR y RP-HPLC se introduce un nimero mayor de variables al analisis del perfil de
metabolitos, a partir de las cuales se puede extraer informacion biol6gica relevante,
como, por ejemplo, el tiempo en que se produce la induccion de los CF. Se destaca la
ventaja del uso del FT-NIR combinado con el AMV para el estudio del efecto de los
elicitores en cultivos de células vegetales en suspension; al tratarse de una técnica no
destructiva, rapida y econémica FT-NIR podria usarse en el monitoreo cualitativo y
cuantitativo de los metabolitos de interés en este tipo de cultivos. Asi mismo, se resalta
gue la aplicacion del AMV a los datos HPLC aporta evidencia convincente de cambios en
la huella digital de los CF inducidos por el AS y MeJA en los cultivos celulares de T.
peruviana, lograndose la deteccion de componentes que se producen diferencialmente y

dirigiendo las investigaciones futuras a la caracterizacion de estos compuestos.
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3.5. Conclusiones

El tratamiento de los cultivos de células en suspensién de T. peruviana con AS, MeJA y
la combinacion AS/MeJA ocasiond diferencias en la composicion de CF, las cuales
fueron detectadas mediante el analisis FT-NIR y RP-HPLC. En especial, el uso de FT-
NIR combinada con AMV demostro la contribucion de los CF en la discriminacion de las
muestras, asi como la relacién entre los CF y el tipo de elicitor. La aplicacion de FT-NIR
combinada con AMV en la deteccién del efecto de la elicitacion en este tipo de cultivos no
ha sido reportado antes. Esta estrategia podria mejorar los actuales protocolos de
analisis de CF en mezclas complejas, permitiendo realizar comparaciones exploratorias
de los cambios en el metabolismo fendlico de una forma rapida y precisa, en un volumen
alto de muestras, reduciendo ademéas el consumo de reactivos. Adicionalmente, la
aplicacion tanto del FT-NIR como del RP-HPLC combinado con AMV evidencio el efecto
del tiempo de exposicion del elicitor en la discriminacion de las suspensiones tratadas
con MeJA, lo cual es un avance para la optimizacion de esta variable asociada al cultivo
celular. No obstante, se hace necesario realizar estudios con técnicas analiticas mas
robustas como 'H-RMN y CL-EM que permitan aclarar el efecto cualitativo y cuantitativo
de los elicitores sobre precursores del metabolismo fendlico, a través de un estudio mas
completo de los perfiles metabdlicos, lo cual permitiria estudiar las posibles interacciones
entre el metabolismo primario y el metabolismo secundario en los cultivos celulares de T.

peruviana.
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4. Capitulo 4

Perfil metabélico basado en 'H-RMN de
cultivos de ceélulas en suspension de
Thevetia peruviana tratados con acido

salicilico y jasmonato de metilo

4.1. Resumen

Se realizé un perfil metabdlico de cultivos de células en suspension de T. peruviana
tratadas con acido salicilico (AS), jasmonato de metilo (MeJA) y su combinacion
(AS/MeJA) mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear proténica (*H-
RMN y J-Resuelto) y andlisis multivariado (AMV) con el objetivo de establecer cambios
en la composicidon y concentracion de CF o sus precursores ocasionados por la
elicitacién. Se detectaron variaciones tanto cualitativas como cuantitativas en el conjunto
de metabolitos a lo largo del tiempo de cultivo (24 a 144 h después del tratamiento) de
las suspensiones celulares tratadas con los elicitores en comparaciéon con el control.
AMV mostré una clara separacion entre el control y los tratamientos. MeJA caus6 una
reprogramacion metabdlica de las células que afectdé el metabolismo primario y la
biosintesis fendlica a las 72 h después de la adicién del elicitor; tras la elicitacion con
MeJA, el contenido de glucosa, prolina y glutamina aumenté mientras que el contenido
de sacarosa disminuy6. Estas respuestas metabdlicas podrian ser importantes para
obtener energia, esqueletos de carbono y equivalentes redox (NADPH) necesarios para
la biosintesis de novo de compuestos fendlicos. Los principales compuestos detectados

en el tratamiento con MeJA fueron bencil-glucdsidos, acido clorogénico, acido ferulico y
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fenilacético. La combinacion de AS/MeJA mostré6 que AS revierte el efecto de MeJA
sobre el metabolismo de T. peruviana, especificamente la biosintesis fendlica. Estos
resultados podrian permitir la identificacion de puntos susceptibles en la ruta, para
estimular la produccién de compuestos fendlicos de interés farmacéutico en cultivos

celulares en suspension de T. peruviana.

Palabras clave: Thevetia peruviana, cultivo de células vegetales, perfil metabdlico,

Jasmonato de metilo, acido salicilico.

4.2. Introduccion

Previamente se describi6 el potencial de los cultivos de células en suspension de T.
peruviana para la produccion de altos niveles de CF a escala del matraz agitado;
también, como el tratamiento de los cultivos con dos moléculas de sefializacién, AS y
MeJA produjeron incremento significativo de la acumulacion de estos metabolitos. Asi
mismo, los resultados de los experimentos de elicitacién con la combinacion AS/MeJA
sugieren que existe una interaccion compleja en las vias de sefalizacion de estas
moléculas que afecta la biosintesis de estos compuestos (resultados que fueron

publicados en Mendoza., 2018).

El papel del JA y AS en la regulacion de la red de la sefializacion de defensa de las
plantas contra el ataque de patdgenos o insectos herbivoros esta bien establecido
(Pietersen et al., 2012). Estas fitohormonas promueven la acumulacién de metabolitos
secundarios de defensa como fitoalexinas (Siciliano et al., 2015; Gundiach et al 1992;
Klessig & Malamy, 1994) cuando son aplicados de forma exégena a cultivos en campo
(Asghari & Hasanlooe, 2016) y plantas de invernadero (Kim et al., 2006; He et al., 2005),
razén por la que son usados como elicitores para aumentar la produccion de metabolitos
secundarios en cultivos in vitro de tejidos y células vegetales en suspension (Repka et
al., 2004). Aunque ambos elicitores activan la biosintesis de CF, se ha informado que el
tratamiento exdégeno con la combinacion AS méas JA puede producir un efecto antagonico
(Considine et al., 2009; Ncho et al., 2016), sin embargo, el antagonismo no siempre

ocurre. Mur et al, 2006 demostraron a través de estudios transcriptomicos que las plantas
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de tabaco (Nicotiana tabacum) y Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) exhiben un aumento
sinérgico transitorio y temprano de la expresion de genes asociados con AS o JA cuando
estos inductores se aplicaron a bajas concentraciones (< 100 pM) y una respuesta
antagonica en tiempos de tratamiento més prolongados o en concentraciones mas altas.
Estos hallazgos aumentan el interés por aprender cémo AS, MeJA y su combinacion

afectan el metabolismo de células de T. peruviana cultivadas en suspension.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y los métodos basados en
espectrometria de masas (EM), que incluyen CG — EM (cromatografia de gases — EM) y
CL — EM (cromatografia de liqguidos — EM), son las herramientas analiticas mas utilizadas
para estudiar el perfil metabolémico en plantas (Krishnam et al., 2005; Hong et al., 2016).
1D y 2D-RMN se han utilizado para identificar fenilpropanoides producidos en las hojas
de Brassica rapa tratadas con MeJA (Liang et al., 2016a; Liang et al., 2016b). Ademas,
se us6 H-RMN para estudiar el efecto de JA, (Pan et al., 2005; Sanchez-Sampedro, et
al., 2007) y AS (Mustafa et al., 2009) en el perfil metabdlico de cultivos de células
vegetales en suspension, demostrando que es una herramienta analitica util para la
discriminacion entre diferentes grupos de tratamientos y para evaluar los cambios

metabdlicos causados por un tratamiento dado.

En el presente estudio se evaluaron los cambios metabdlicos en el cultivo en suspension
de células vegetales de T. peruviana tratadas con AS, MeJA y la combinacién AS/MeJA
utilizando *H-RMN y andlisis de datos multivariados. La elicitacién de los cultivos se llevo
a cabo bajo las mejores condiciones establecidas en el capitulo 2. Se detectaron
diferencias cualitativas y cuantitativas en el perfil metabdlico de los cultivos tratados con
los elicitores y cultivos sin tratar. Ademas, en los cultivos tratados con MeJA se observé

una reprogramacién metabdlica que afect6 la biosintesis de CF.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1.Reactivos

Metanol deuterado-d. (CHsOH-di), KH2PO4 no deuterado y la sal sédica del &cido

trimetilsililpropiénico-ds (TSP) fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).
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Oxido de deuterio (D20), &cido salicilico, metil-jasmonato (> 95%), sacarosa (> 99.5%),
D- (+) glucosa (> 99.5%) y los estandares de compuestos fendlicos y flavonoides (acido
clorogénico, &cido trans-fertlico, &cido trans-sinapico, kaempferol, quercetina vy
hesperetina) se adquirieron en Sigma (St. Louis, EE. UU.). La seleccién de los
estandares se hizo basados en la informaron de metabolitos de T. peruviana previamente
publicada (Dr. Ducke’s phytochemical and ethnobotabical database) y otros disponibles

en el laboratorio.

4.3.2.Suspension celular de cultivo de T. peruviana

Las suspensiones celulares se establecieron a partir de 10 gramos de callos friables
fresco en 100 mL de medio liquido estéril SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) suplementado
con 2 mg/L de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); 0,5 mg/L de kinetina; 30 g/L de
sacarosa y 1 g/L de mio-inositol (pH 5,8) en matraces de 250 mL (Arias et al., 2010). Los
cultivos en suspensiéon celular se mantuvieron en un agitador orbital a 110 rpm (New
Brunswick ™ Innova® 2300), fotoperiodo natural y temperatura de 25 + 2 °C. Se
realizaron sub-cultivos cada 2 semanas. Todos los experimentos se llevaron a cabo
utilizando suspensiones celulares de 6 dias en matraces de 250 mL con 100 mL de

medio estéril liquido SH, en las mismas condiciones descritas anteriormente.

4.3.3.Tratamiento de los cultivos con los elicitores

Los cultivos se trataron con 300 uM de AS, 3 uM de MeJA y una combinaciéon de 300 pM
de AS mas 3 pM de MeJA (AS/MeJA). Los elicitores se prepararon en una solucién
acuosa de etanol al 50% (v/v), luego se filtraron a través de filtros Millipore de 0,45 pym
(Minisart®, Sartorius, Alemania). La concentracion de cada elicitor se establecié en un
estudio previo (Mendoza et al., 2018), a partir de la mayor acumulaciéon de CF y

flavonoides (Fv), comparados con los cultivos no elicitados.

Los elicitores se agregaron después del cuarto dia de inicio del cultivo, durante la fase de
crecimiento exponencial. Las suspensiones celulares se cosecharon a las 24, 48, 72, 96,

120 y 144 h después de agregar el elicitor. El control de los experimentos fueron
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suspensiones celulares a las cuales se les adicion6 etanol acuoso. La concentracion final
de etanol en los tratamientos y el control fue de 0,5% (v/v). Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

4.3.4.Extraccion de metabolitos intracelulares

Las suspensiones celulares se filtraron usando un sistema de vacio y papel de filtro
cuantitativo. La biomasa se enjuagé tres veces con agua destilada y se sec6 en un horno
de conveccién a 60 °C durante 48 h. Los metabolitos intracelulares se extrajeron
utilizando el protocolo establecido por Kim et al., 2010, con algunas modificaciones. En
resumen, se transfirieron 25 mg de la biomasa seca pulverizada a un microtubo de 2 mL
y se extrajo con 400 pL del disolvente CH3;OH-ds y 400 pL de tampon KH.PO4 en D20
(pH 6,0) conteniendo 0,01% de TSP. La muestra se agitd por vértex durante 2 min y
luego se extrajo en un bafio de ultrasonido (frecuencia 40 kHz) durante 15 min a
temperatura ambiente. Después se centrifugd en un equipo Thermo Scientific Heraeus ™
Biofuge ™ Primo R durante 15 min a 21.000 x g, y posteriormente se transfirieron 600 uL

de sobrenadante a un tubo de RMN y se sometieron a los andlisis de RMN.

4.3.5.Mediciones de RMN

El analisis de RMN se realizé en 72 muestras correspondientes a 18 muestras por cada
tratamiento de elicitacion y 18 muestras de control. Todos los espectros de RMN se
obtuvieron a 300 K en un espectrometro Avance Ill HD 700 funcionando a una frecuencia
de 'H de 699,95 MHz (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.). El equipo estaba equipado con
una criosonda TCI con gradiente de eje z de 5 mm. El espectro 1D-'H-RMN se registré
utilizando la secuencia de pulsos estandar Bruker noesyprld, en la cual la frecuencia de
agua residual se irradié durante un retraso de relajacién de 1,0 s y un tiempo de mezcla
de 10 ms. Se recopilaron un total de 64 exploraciones en 64 k puntos de datos en un
ancho espectral de 14 kHz con un retraso de relajacion de 4 s, y un tiempo de
adquisicion de 2,3 s. Los decaimientos de induccion libre (FID) se multiplicaron por una
funciébn exponencial con un factor de ampliaciéon de linea de 0,3 Hz antes de la
transformacion de Fourier. Los espectros de *H-RMN se corrigieron manualmente para la

distorsion de la fase y la linea base, utilizando el software MestReNova (version 10.0.2,
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Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Espafia). Los cambios quimicos de ‘H-
RMN se referenciaron a la sefial de TSP a 0,0 ppm.

Los espectros 2D del J-resuelto (JRES) se adquirieron con la secuencia estandar de
pulsos Bruker jresgpprqf, en la que el pico del agua residual se irradié durante un retraso
de relajacion de 4 s. Se utilizaron un total de 32k puntos de datos en F2 con un retraso
de relajacion de 4 s, y 64 transitorios que utilizan 40 incrementos de T; los anchos
espectrales en F2 y F1 fueron 16,025 y 50 Hz, respectivamente. Los datos de JRES
fueron rellenados con cero a 128 k puntos de datos en F2, y hasta 256 incrementos en
F1. La apodizacién de los datos del JRES se realizé utilizando una funcién de campana
sinusoidal sin cambios en ambas dimensiones antes del FT. Los datos se inclinaron,
simetrizaron con respecto a la horizontal a través del centro de F1, y se proyectaron en el
horizonte o la suma. Las proyecciones de JRES fueron referenciadas a la sefial del TSP
a 0.0 ppm, no se necesité una linea de base corregida.

'H-RMN y JRES se ejecutaron para los estandares siguiendo el método descrito
anteriormente; también, se realizaron experimentos 2D-RMN usando el método “spiking”
con muestras representativas para confirmar las asignaciones de los desplazamientos
guimicos, incluidos TOCSY (acronimo en inglés para “Espectroscopia de Correlacién
total”), HSQC (acrénimo en inglés para “Espectroscopia de coherencia heteronuclear
cuantica simple”) y HMBC (acronimo en inglés para “Espectroscopia de coherencia

heteronuclear de enlaces multiples), utilizando programas de pulso estandares de Bruker.

4.3.6.Preprocesamiento de espectros RMN

Todos los espectros de RMN se redujeron automaticamente a archivos ASCII utilizando
el software MestReNova y se normalizaron para el area de sefial TSP en 0.0 ppm. Se
excluyeron los rangos de desplazamiento quimico de & 4.75-4.95, que representan agua
y & 3.31-3.33 que representan el metanol residual. Los espectros de 'H-RMN se
redujeron a regiones integradas de igual anchura espectral de 0.04 ppm en la region de &
0.5-10.0 con un total de 239 regiones espectrales (ventanas) por espectro. Las

proyecciones de JRES se alinearon previamente para corregir los desplazamientos
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quimicos y luego se redujeron a regiones integradas de 0.002 ppm en la region de 6 0.1-
10.0 con un total de 4885 ventanas.

4.3.7.Andlisis multivariable (AMV) de los datos RMN

Los andlisis de componentes principales (PCA), discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) y discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-
DA) se realizaron en el software SIMCA 14.1.0.2047 (MKS Umetrics, Suecia) utilizando el
método de escalado de Pareto. La dimensién de las matrices de datos resultantes fueron
239 x 70 para *H-RMN y 476 x 70 para las proyecciones JRES (dos muestras de los 72
originales fueron eliminadas de andlisis final porque se identificaron como muestras
atipicas en la prueba T2 Hotelling). Para el AMV, las variables (matriz X) fueron las
regiones de resonancia (ventanas) y las clases (control y tratamientos); mientras que las
observaciones (matriz Y) fueron los nombres de las muestras. La calidad de cada modelo
se determind por los pardmetros de bondad de ajuste (R2) y de bondad de prediccién

(Q2).

4.3.8.ldentificacion y cuantificacion de metabolitos

Se utilizé el software Chenomx NMR Suite v. 8.3 para identificar y cuantificar los
metabolitos presentes en las muestras segun la ubicacion de las resonancias individuales
en los espectros de *H-RMN de 700 MHz. Cada espectro se procesé utilizando el médulo
Procesador de Chenomx; se corrigieron la linea de ensanchamiento, fase y linea base.
Luego, se calibrd la concentracion del estandar interno TSP (0,3 mM). Los metabolitos
individuales en cada espectro se identificaron utilizando el médulo “Profiler”, que hace
comparaciones con la biblioteca interna de Chenomx. Dado que el disolvente y el pH
afectan el desplazamiento quimico de los metabolitos, la identificacion se apoy6é en las
publicaciones previas de desplazamientos quimicos de metabolitos de plantas, disueltos
en CHsOH-d4-KH2PO4 en D,O, a pH 6,0 (Liang et al., 2006a; Sanchez-Sampedro et al.,
2007; Mustafa et al., 2009).
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4.3.9.Analisis de datos

Los datos cuantitativos de los metabolitos identificados se analizaron con el software
estadistico libre RStudio version 1.1.383. Las diferencias entre los tratamientos se
evaluaron con un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con un nivel de significancia
de 0,05. Se realizaron comparaciones mdltiples (por pares) usando el método de la
diferencia significativa honesta de Tukey (DSH), con un nivel de significancia p < 0,05.
Los analisis PCA, cluster jerarquico (HCA), PLS-DA y OPLS-DA se realizaron segun lo
implementado en el software SIMCA 14.1.0.2047 (MKS Umetrics, Suecia). Los datos se
escalaron automaticamente, aunque los diferentes métodos de escalado no mostraron
ninguna mejora. Se utilizé el software GenEx 7.0.0.243 (MultiD Analyzes AB, Suecia)
para realizar el andlisis de calor agrupado. Después de la optimizacién, se utilizé el
algoritmo de Ward como método de agrupamiento y la distancia de Manhattan como
medida de espaciado para el mapa de calor.

4.4. Resultados y discusion

4.4.1.Andlisis de espectros *H-RMN

Los extractos intracelulares de las suspensiones celulares de T. peruviana se analizaron
por 'H-RMN. La figura 4-1 presenta los espectros de RMN completos (0-10 ppm) de las
suspensiones control y las tratadas con los elicitores, correspondientes a los tiempos de

cosecha de 24 y 144 h post-elicitacion.
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Figura 4-1: Superposicion de espectros 'H-NMR apilados [700 MHz, 298 K, 50% de MeOH-d4 /

D20 (KH2PO4, pH 6,0)] de extractos intracelulares de cultivo de suspension celular de T.

peruviana recolectados a 24 (a, ¢, €, g) y 144 h (b, d, f, h) post-elicitacion. Los espectros de los

controles (a, b) y los tratamientos con AS (c, d), MeJA (e, f) y AS/MeJA (g, h) se muestran por

triplicado. Se us6 TSP (a pH 6) como estandar interno. La region aromatica expandida (rangos de

6,0 — 8,0) se muestra en la parte superior de cada espectro.

La comparacion visual de los espectros mostré cambios cualitativos que dependen del

tratamiento y el tiempo de cosecha. En el grupo de los controles hubo un ligero aumento

en la acumulacién de compuestos aromaticos (rangos de 6H 6,0 — 8,0 ppm) a lo largo del



108 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores

de la biosintesis de compuestos fendlicos

tiempo de cultivo (Figuras 4-1a, b). Por otro lado, cuando las suspensiones celulares se
trataron con AS (Figuras 4-1c, d), se evidenciaron cambios notables en la regién
aromatica 24 h después de la elicitacion, estos cambios fueron relativamente constantes
hasta el final del experimento (144 h post-elicitacién). El tratamiento con MeJA también
produjo cambios en la region aromatica, especialmente entre 6H 7.0 - 7.5 ppm, estos
cambios son visibles en el espectro a las 144 h (Figuras 4-1le, f); en este tratamiento
también se observd una reduccion en la intensidad de algunas sefiales en la regién de
los carbohidratos (6 4,0 — 5,5). En contraste, la combinacién de AS/MeJA disminuyé la
intensidad de las sefales en la regibn aromatica en comparacion con las muestras
tratadas solo con AS o MeJA (Figuras 4-1g, h). Estos resultados concuerdan con
estudios previos, los cuales informaron que la adicién exdégena de AS o MeJA a cultivos
de células vegetales en suspensién afecta el metabolismo celular y cambia el perfil de los
compuestos aromaticos, especialmente los fenilpropanoides y lignanos (Liang et al.,
2016a: Sanchez-Sampedro et al., 2007).

La identificacion de varios compuestos en las muestras fue posible mediante
comparacion de los desplazamientos quimicos experimentales de sefiales especificas
con aquellas reportados en condiciones similares (CH3zOH-ds-K;HPO4 en DO, 1: 1 viv,
pH 6,0) en la bibliografia. Algunos de estos metabolitos fueron confirmados comparando
los espectros de RMN de las muestras con los espectros de compuestos de referencia.
Este fue el caso de la glucosa y la sacarosa, identificadas en todas las muestras;
salicilato, identificado en los tratamientos con AS y AS/MeJA,; vy, los acidos clorogénico y
ferdlico, identificados en los tratamientos con MeJA. Adicionalmente, los experimentos
bidimensionales de RMN (TOCSY, HSQC y HMBC) permitieron la identificacion parcial
de otros compuestos (Tabla 1-4). Curiosamente, algunos fenilpropanoides descritos
previamente en plantas de T. peruviana, como el acido sinapico, kaempferol, quercetina 'y
hesperetina no se detectaron en ninguna de las muestras; igualmente, la
dihidroquercetina que habia sido reportada como uno de los componentes principales en
los capitulos anteriores, no se detecté en estas muestras, una posible causa para esto
pudo ser la alta densidad de sefales en la zona aromética donde aparecen los

desplazamientos quimicos para estos compuestos. Adicionalmente, algunos de estos
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compuestos, con excepcion de la dihidroquercetina, pueden estar en concentraciones

muy bajas para ser detectados.

Todas las muestras tratadas con elicitores mostraron una senal de dH 1.23 ppm cuya
intensidad fue drasticamente superior a la del control. Los datos espectrales identificaron
esta sefial como el grupo metilo del 1-O-etil-B-glucopiranosido, *H-RMN (700 MHz,
CDsOD-KH,PO4 en DO a pH 6,0) 8 1.23 (CH-3, t, J = 7.1 Hz), 3.69 (CH-2", m), & 3.97
(CH2", m); & 4.40 (H-1q, d, J = 8.0), d 4.84 (H-1B, d, J = 7.5); 3C RMN (175 MHz,
CDsOD-KH2PO4 en D-O a pH 6,0) & ~ 17.25 (CH-3), 6 ~ 68.9 (CH-2"), & ~ 105.92 (C1).
Este resultado esta de acuerdo con lo informado por Kraemer y colaboradores, 1999
(Kraemer et al.,, 1999), quienes detectaron 1-O-etil-B-glucopiranosido en cultivos de
células de plantas de llex paraguariensis tratados con MeJA y AS; los autores atribuyeron
la produccién de este compuesto al etanol utilizado como solvente de los elicitores. De
manera similar, las suspensiones celulares de T. peruviana tratadas solo con etanol
presentaron la sefial del 1-O-etil-B-glucopiranosido, pero con menor intensidad. La
produccion de este compuesto fue mayor en las suspensiones tratadas con los elicitores,
siendo el tratamiento con MeJA el que mostré la mayor intensidad de la sefial a las 144 h
pos-elicitacion. Se ha planteado que la reaccion de glucosilacion del etanol es un
mecanismo de detoxificacién natural que protege a las células vegetales de la toxicidad
del alcohol (Kvesitadzeet al., 2006); en células de suspension de T. peruviana, este
mecanismo evidentemente se intensificé por el tratamiento con AS y/o MeJA. Es posible
gue estos elicitores aumenten en la sintesis de novo de enzimas detoxificantes de etanol,

sin embargo, esto debe comprobarse.
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Tabla 4-1: Desplazamientos quimicos (® en ppm) de los metabolitos detectados en los espectros

de H-RMN (CH30OH-d4-K2HPO4 en D20, 1:1(v/v), pH 6,0) de cultivos celulares de T. peruviana.

Metabolitos

Desplazamientos quimicos (& en ppm), multiplicidad y acoplamientos
J (Hz)

Acidos grasos
2-Oxocaproato

Leucina

Isoleucina

Valina
O-Etil-B-glucopiranosido

Treonina
Alanina
Prolina
Acetato
Glutamato
Glutamina
Succinato
Malato
2-Oxoglutarato
Colina
Sacarosa?

B-Glucosa?
Bencil-B-D-glucadsido®

Salicilico-a-D-glucésido?
Bencil-a-D-glucésido®

a-Glucosa?®
NADH/NADHP

Ferulato

Clorogenato?

Fumarato

Salicilato?
4-Hidroxifenilacetato
Fenilacetato

Nicotinato
Adenina

NAD*/NADP*
Formiato

5 0.87(H-w, 1); 6 1.29 (CH-2 d, brs)
5 0.87(H-w, t); 8 1.31 (CH-2, m); & 1.55 (CH-2, m)

5 0.96(H-5, d, J=6.1); 5 0.97 (H-5", d, J=6.4)

51.01 (H-4", d, J=7.1)

5 0.99 (H-4, d, J=7.0); 5 1.05 (H-4, d, J=7.1)

51.23 (CH-3, t, J = 7.1 Hz),  3.69 (CH-2", m), & 3.97 (CH2", m); 5 4.40 (H-
10,0d, J = 8.0), 5 4.84 (H-1B, d, J = 7.5)

5 1.32(H-4, d, J=6.7)

5 1.47 (H-3, d, J=7.2)

5 1.99 (H-4, m); 5 2.02 (H-3, m)

51.91 (H-2, s)

5 2.03 (H-3a, m); & 2.12 (H-3b, m)

5 2.15 (H-3, m); 5 2.46 (H-4, m)

52.44 (s)

5 2.68 (H-3b, dd, J=15.4, 3.2); & 4.27 (H-2, dd, J=9.5, 3.3)

52.98 (H-3, 1, J=7.3)

5 3.20 (CHs, s)

5 3.42 (H-4, t, J=9.5); 5 3.50 (H-2, dd, J=9.9, 3.9); 5 3.64 (H-1", s); &
3.73 (H-3, t, J=9.5); 5 4.01 (H-4", t, J=8.4); 5 4.16 (H-3", d, J=8.6); & 5.39
(H-1, d, J=3.9)

5 4.57 (H-1, d, J=4.6)

5 4.73 (H-1x, m); & 7.38-7.35 (H-5, m); & 7.41 (H-4, t, J=7.6); & 7.45 (H-3,
d, 3=7.4)

54.93 (H-1'a, d, J=7.6); 5 7.12 (H-4, td, J=7.5, 0.9); & 7.23 (H-6, dd, J=8.3,
0.9); 57.38 (H-5, ddd, J=8.3, 7.5, 1.6); 5 7.47 (H-3, dd, J=7.5, 1.6)

5 4.93 (H-1x, m); & 7.36 (H-5, m); & 7.41 (H-4, t, J=7.6); & 7.45 (H-4, d,
J=7.4)

55.17 (H-1, d, J=3.7)

5 6.10 (d, J=6.0); 5 8.23 (s)
67.56(H-7,d,)=159Hz),57.19(H-2,d,J=2.1Hz), 6§ 7.10 (H-6, dd, J = 8.4 Hz,
2.1Hz), 5 6.88 (H-5,d, ) = 8.4 Hz), 5 6.34 (H-8, d, J = 15.9 Hz)

5 6.37 (H-8", d, J=15.3); 5 6.89 (H-5’, d, J=8.2); & 7.07 (H-6", dd, J=8.3,
2.0); 5 7.22 (H-2", d, J=2.11); 5 7.62 (H-10, d, J=15.9)

5 6.52 (s)

5 6.94 (H-5, m); 5 7.49 (H-4, td, J=7.8, J,=1.8); 5 7.84 (H6, dd, J=7.8, 1.7)
5 7.15 (H-6, H-7, d, J=8.6)

5 7.32 (H-4, H-5, d, J=7.3)

5 7.50 (m); & 8.27 (H-5, m); & 8.57 (H-8, dd, J=4.6, 1.6); 5 8.96 (H-6, s)
58.17 (H-8, s); & 8.18 (H-2, s)

58.21 (m); 59.11 (d, J=9.0); 5 9.34 (s)
5 8.45 (s)

a Desplazamientos quimicos se confirmaron con los espectros de los estandares y usando el método de “spking”.

blos desplazamientos quimicos se basan en espectros 2D-RMN
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El andlisis de la region aromética de los espectros de las suspensiones celulares tratados
con AS y la combinacion AS/MeJA mostré sefiales caracteristicas para un derivado
glucosilado de &cido salicilico, que se identificd parcialmente como un a-D-glucésido
salicilico: *H-RMN (700 MHz, CD3;0D)-KH,PQO4 en D,O a pH 6,0) 5 7.47 (H-3, dd, J = 7.5,
1.6 Hz), 6 7.38 (H-5, ddd, J = 8.3, 7.5, 1.6 Hz), 6 7.23 (H-6 , dd, J = 8.3, 0.9 Hz), 6 7.12
(H-4, td, J = 7.5, 0.9 Hz), & 4.93 (H-1'a, d, J = 7.6 Hz); *C RMN (175 MHz, CD3;OD-
KH.PO4 en D-O a pH 6,0) 8 ~ 175.2 (C = O), ~ 154.0 (C-1), d ~ 133.38 (C-5), ~ 131.62
(C-3), 6 ~ 130.1 (C-2), ~ 125.94 (C-4), ~ 119.76 (C-6), ~ 102.5 (C-1"). Otro compuesto
parcialmente identificado en cultivos celulares tratados con MeJA fue un bencil-glucésido:
H-NMR (700 MHz, CDs0OD-KH,PO4 en D.O a pH 6,0) & 7.45 (H-3, d, J = 7.3 Hz), 7.41
(H-4,t,J=7.6 Hz), 57.38 - 7.35 (H-5, m) 3 4.93 (H-1a, m), 4.73 (H-1B, m); *C RMN (175
MHz, CD30D-KH?PO* en D20 a pH 6,0) & ~ 135.7 (C-2), ~ 126.87 (C-4), d ~ 126.85 (C-
3), ~ 126.70 (C-5) , & ~ 100.2 (C-1"), ~ 69.5 (C-1). Ninguno de estos compuestos se
detectd en las muestras control, lo que demuestra que su presencia en cultivos celulares

fue inducida por el AS.

Chong et al., 2001 informaron previamente el aumento de la sintesis de novo de AS y la
acumulacion de glucdésidos del acido salicilico en cultivos de N. tabacum infectados con
el virus del mosaico del tabaco. Los salicilatos glucésilados también se produjeron en
cultivos en suspensién celular de tabaco tratado con B-megaspermina (un inductor de
Phytophthora megasperma), y en un cultivo celular de Catharanthus roseus tratado con
200 y 500 pM de AS (Muljono et al., 2003). De manera similar, nuestros resultados
mostraron una rapida acumulacion intracelular de salicilico-a-D-glucésido en las
suspensiones de T. peruviana a las 24 h después de la adicibn de AS. Como en otros
CF, la glucosilacion parece ser necesaria para el almacenamiento de AS en una forma no
téxica en plantas (Le Roy et al., 2016). Los experimentos en tabaco, soja y arabidopsis
muestran que los salicilatos glucésilados se producen en el citosol mediante una
glucosiltransferasa y luego se transportan a las vacuolas para su almacenamiento

(Dempsey et al., 2011).

Por su parte, los bencil-glucésidos son formas conjugadas de los acidos benzoicos. Estos
compuestos son un grupo importante de CF que se sintetizan a partir del acido cinamico.
Los acidos benzoicos son elementos estructurales para numerosos metabolitos primarios

y especializados, incluidas fitohormonas, cofactores y compuestos de defensa (Widhalm



112 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores

de la biosintesis de compuestos fendlicos

& Dudareva, 2015). Otros dos CF identificados en las suspensiones celulares de T.
peruviana fueron el acido clorogénico (acido 3-O-cafeoil quinico) y el &cido ferulico (&cido
4-hidroxi-3-metoxicindmico); ambos son derivados del acido cindmico y se han
investigado exhaustivamente por su papel en la defensa contra las infecciones por
hongos fitopatogenos (Martinez et al., 2017; Bhattacharya et al., 2010). En especial, el
acido clorogénico sirve como fitoalexina en muchas especies de plantas (Jeandet et al.,
2013). La presencia casi exclusiva de estos compuestos, asi como de los bencil-
glucosidos, en suspensiones celulares tratadas con MeJA, demuestra que MeJA activa la
ruta fenilpropanoide a la altura del acido cinamico en las células de T. peruviana. Estos
resultados coinciden con los reportados previamente en cultivos de suspension celular de
Silybum marianum y Agastache rugosa Kuntze elicitados con MeJA (Sanchez-Sampedro
et al., 2007; Kim et al., 2013). Ademas, esta bien demostrado que MeJA aumenta la
actividad de la enzima L-fenilalanina amonio-liasa (PAL, EC 4.3.1.5) en algunos cultivos
en suspension celular (Suzuki et al., 2005), PAL cataliza el primer paso en biosintesis de

acidos cinamicos.

La superposicion de sefiales es uno de los principales problemas para las asignaciones
de resonancias cuando se analizar mezclas complejas por RMN, esto debido a que se
limita el nUmero de metabolitos que se pueden identificar y cuantificar. Para mitigar este
problema, se realiz6 un andlisis 2D-RMN del JRES (Figura 4-2). En particular, el
contenido de informacion recuperable en las proyecciones de JRES (Figura 4-2b) fue
diferente del obtenido en *H-RMN (Figura 4-2a), debido a la reduccion de la multiplicidad
de picos y la edicidon de los tiempos de relajacion. No obstante, en los espectros JRES se
observé pérdida de algunas sefiales correspondientes a metabolitos con tiempo de
relajacion T2 corto; por ejemplo, resonancias de malato [6 2.39 (H-3, dd, J = 15.5, 9.3 Hz,
brs),  2.68 (H-3", dd, J = 15.5, 3.3, brs), 6 4.27 (H- 2, dd, J = 9.3, 3.3, brs] que estuvieron

presentes en H-NMR, se perdieron en las proyecciones JRES (Figura 4-2a).
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Figura 4-2: 'H-RMN (a) y proyecciéon JRES (b) correspondientes a la misma muestra de extracto
intracelular de suspensiones celulares de T. peruviana. Se muestran las regiones de
carbohidratos, acidos organicos (0 0.5 - 5.0) y aromaticos (0 6.0 - 9.0 ppm). Los asteriscos marcan

sefiales del malato que estan presentes en el espectro de *H-RMN pero ausentes en el JRES.

4.4.2. AMV de los datos espectrales de RMN

Después del procesamiento de los espectros de H-RMN, los datos se importaron al
software SIMCA 14.0. Como prueba preliminar, se realiz6 un PCA para evaluar la
diferenciacibn macroscopica entre muestras y establecer posibles agregaciones o
tendencias (Figura 4-3). Se realiz6 un PCA a las tres réplicas biolégicas independientes
de cada tiempo de cultivo de las suspensiones control y las tratadas con los elicitores. El
modelo de PCA (R2X (cum) = 0,903 y Q2X (cum) = 0,773) redujo la dimensionalidad de
los datos a 6 componentes principales (PC). El grafico bidimensional de score para el
modelo PCA mostr6 clara separacion entre la mayoria de las puntuaciones del control y
los correspondientes tratamientos con elicitores (Figura 4-3a); la primera PC (PC1)
separé las muestras con respecto al tiempo de cultivo, y la segunda PC (PC2) separ6 las
muestras segun el tratamiento. Estas tendencias se observaron mas claramente a lo
largo del tiempo cuando el modelo de PCA se aplico solo a dos grupos (control vs

tratamiento).
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Figura 4-3: Grafico de scores del PCA de los datos espectrales 'H-RMN de extractos
intracelulares de las suspensiones celulares de T. peruviana recolectados en diferentes momentos
(24, 48, 72, 96, 120 y 144 h) después del tratamiento con AS (azul), MeJA (rojo), AS/ MeJA
(amarillo) y controles (verde). Gréfico control vs todos los tratamientos (a); AS (b), MeJA (c) y

AS/MeJA (d). La elipse representa los T2 Hotelling con un 95% de confianza.

Los graficos de score para las muestras tratadas con AS (Figura 4-3b), MeJA (Figura 4-
3c) y AS/MeJA (Figura 4-3d) mostraron clara separacién entre los controles y los
tratamientos. Es muy notable que la mayoria de las muestras tratadas con MeJA y
AS/MeJA se separaron de acuerdo al tiempo de cultivo post-elicitacion; los
conglomerados correspondientes a los tiempos de 72 a 144 h se distribuyeron en un
cuadrante diferente de aquellos cultivados de 24 a 48 h, lo que sugiere un cambio
significativo en perfil de metabolitos; en contraste, la separacién segun el tiempo de

cultivo, de las suspensiones control y las tratadas con AS, no fue evidente.

Las tendencias del PCA mejoraron con el método supervisado de OPLS-DA, el cual aisla

la variabilidad biologica de las muestras en algunas direcciones ortogonales y elimina los
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componentes espectrales no relacionados con las clases de muestras. El modelo OPLS-
DA (R2X (cum) = 0,921, R2Y (cum) = 0,902 y Q2X (cum) = 0,838) redujo la
dimensionalidad de los datos a 3 componentes predictivos y 5 componentes ortogonales
(3 + 5+ 0). El gréfico bidimensional de score del OPLS-DA (Figura 4-4) mostr6 mejor
separacion entre el control y los tratamientos, y entre los tratamientos, comparado con
PCA. PC1 separ6 las muestras tratadas con MeJA y AS/MeJA de las tratadas con AS y
control; mientras que PC2 separd las muestras tratadas con MeJA y SA de las tratadas
con AS/MeJA y control. PC2 también separdé muestras tratadas con MeJA segun el

tiempo de cultivo; este resultado fue equivalente al PCA.
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Figura 4-4: Grafico de score del OPLS-DA de los datos espectrales de 'H-RMN de extractos
intracelulares de las suspensiones celulares de T. peruviana recolectados en diferentes momentos
(24, 48, 72, 96, 120 y 144 h) después del tratamiento con AS (azul), MeJA (rojo), AS/MeJA

(amarillo) y controles (verde). La elipse representa los T2 Hotelling con un 95% de confianza.

Los AMV también se realizaron con el conjunto de datos espectrales de las proyecciones
del JRES. Los resultados con este conjunto de datos (& 0.1-10.0) fueron similares a los
obtenidos a partir de los datos de espectros de *H-RMN. El modelo PCA (R2X (cum) =
0,896 y Q2X (cum) = 0,735) redujo la dimensionalidad de los datos a 11 PC, mientras
gue el modelo OPLS-DA (R2X (cum) = 0,82; R2Y (cum) = 0,883 y Q2X (cum) = 0,797)
resultd en 3 componentes predictivos y 5 componentes ortogonales (3 + 5 + 0). Los
resultados de ambas proyecciones, 'H-RMN y JRES, mostraron que las suspensiones

celulares tratadas con AS/MeJA cayeron cerca del centro del grafico de score y
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estuvieron flanqueadas por las suspensiones tratadas solo con AS y solo con MeJA.
Aunque el conjunto de datos de las proyecciones del JRES se ha utilizado anteriormente
en estudios metabolémicos de cultivos de suspension de células vegetales (Liang et al.,
2006a), los resultados obtenidos no mostraron una mejora significativa en el analisis

multivariado en comparacién con el conjunto de datos de *H-RMN.

4.4.3. Cuantificacion de metabolitos

El paguete Chenomx NMR Suite v. 4.6 se usé para la cuantificacion de los metabolitos
identificados en las suspensiones de T. peruviana. Las figuras 4-5 y 4-6 presentan las
cantidades relativa al TSP (0,3 mM) de los metabolitos primarios y secundarios cuya
concentracion fue significativamente diferente entre los tratamientos. En particular, el
tratamiento de las suspensiones de T. peruviana con MeJA produjo un aumento
significativo en los niveles de acidos grasos en comparacién con el control a las 72 h
post-elicitacion. Estos resultados confirman el efecto elicitor del MeJA sobre el
metabolismo lipidico informado previamente en el cultivo de callos de T. peruviana
(Rincon-Pérez et al.,, 2016) y en los cultivos de suspension celular de C. roseus
(Goldhaber-Pasillas et al., 2014); también demostraron que el tratamiento exégeno con
JA cambia el perfil de los acidos grasos hacia la biosintesis de precursores de oxilipinas
involucrada en la sefializacion de la respuesta al estrés. Las oxilipinas a menudo son los
mismos precursores de JA; por ejemplo, el acido a-linolénico (Eckardt et al., 2008; Dave
& Graham, 2012).
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Figura 4-5: Cantidad relativa de metabolitos identificados en las suspensiones celulares de T.

peruviana. Controles y tratamientos con AS, MeJA y la combinacién AS/MeJA. Los datos se

+

proporcionan como medias

DE, que se calcularon utilizando tres réplicas biolégicas. Los

tratamientos que comparten la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 4-6: Cantidad relativa de metabolitos identificados en las suspensiones celulares de T.
peruviana. Controles y tratamientos con AS, MeJA y la combinacion AS/MeJA. Los datos se
proporcionan como medias + DE, que se calcularon utilizando tres réplicas bioldgicas. Los

tratamientos que comparten la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,05).

La elicitacion con MeJA también caus6 cambios en la produccién de aminoéacidos, por
ejemplo: alanina, glutamina y prolina aumentaron, mientras que la leucina, isoleucina y
valina disminuyeron con respecto al control. Asi mismo, los niveles de intermediarios del
ciclo de Krebs como fumarato, malato, 2-oxoglutarato y succinato se redujeron poco
después de la adicion de MeJA. Este tratamiento también produjo cambios en el
metabolismo de los carbohidratos, la glucosa aumenté gradualmente mientras que la

sacarosa disminuyé durante el experimento. Curiosamente, la mayoria de los
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compuestos fendlicos detectados en este estudio (fenilacetato, clorogenato, ferulato y
bencil-glucésidos) se encontraron en un nivel superior a las 72 h después del tratamiento
con MeJA y se mantuvieron en niveles altos a lo largo de las 144 h de cultivo. Sanchez-
Sampedro et al.,, 2007 presentaron respuestas metabodlicas similares en cultivos de
células en suspension de Silybum marianum elicitados con MeJA y extractos de
levadura; estos autores demostraron que los elicitores aumentan los niveles de glucosa y
aminodcidos y, disminuyen la sacarosa, siendo estos cambios dependientes de la

sintesis de novo de proteinas.

A diferencia del MeJA, el tratamiento con AS no afecté el contenido de acidos grasos,
alanina o prolina respecto al control, el contenido de estos metabolitos fue incluso mas
bajo que el de los tratamientos con MeJA. Otros cambios metabdlicos importantes en las
muestras tratadas con AS fueron la disminucion del contenido de leucina, isoleucina y
valina y el aumento en la sacarosa con respecto al control. La glucosa no se vio afectada
por el tratamiento con AS. Sorprendentemente, la sintesis de novo de compuestos
fendlicos en muestras tratadas con AS fue menor que en el tratamiento con MeJA y no se
encontraron diferencias significativas en comparacion con el control, por lo que se
considera a MeJA como un mejor indicador para la biosintesis de novo de compuestos
fendlicos en cultivos de células en suspension de T. peruviana. Por otro lado, el
tratamiento con la combinacion de AS/MeJA no mejoré la produccion de compuestos
fendlicos en comparacion con MeJA sélo, incluso el tratamiento con AS/MeJA revirti6 el
efecto MeJA sobre la produccion de compuestos fendlicos y algunos metabolitos
primarios como fumarato, succinato, glucosa y algunos aminoacidos. Estos resultados
apoyan la hipotesis de que AS anula el efecto de MeJA en la sintesis de novo de estos

compuestos.

Otro compuesto identificado en todas las muestras fue 1-O-etil-glucopiranosido; la
cuantificacion confirmé que AS y MeJA amplificaron aproximadamente 3 veces su
produccion comparada con las suspensiones celulares tratadas solo con etanol, lo que

demuestra el efecto protector de estos elicitores contra la toxicidad del etanol.
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4.4.4. Efecto de los elicitores en el perfil metabdlico — Analisis

cuantitativo

Después del andlisis cuantitativo de los espectros de RMN, se realizé una PCA adicional
con los datos de concentracion (promedio de las tres replicas). El propésito fue identificar
variaciones en el perfii de los metabolitos. Los datos fueron modelados
satisfactoriamente por 3 componentes (R2X (cum) = 0,705 y Q2X (cum) = 0,467). De
acuerdo con el grafico bidimensional de score (Figura 4-7a), existen diferencias notables
en el perfil de metabolitos entre los diferentes tratamientos de elicitacién, ya que las

muestras se juntan parcialmente de acuerdo con dichos tratamientos.

1) Pl

Figura 4-7: Grafico de score (a) y gréafico de loadings (b) del PCA de la respuesta metabolémica
de las suspensiones de T. peruviana a diferentes tratamientos: AS (azul), MeJA (rojo), AS/MeJA
(amarillo) y controles (verde). Las muestras en (a) se etiquetaron de acuerdo con el tiempo de
cosecha (24, 48, 72, 96, 120 y 144 h). La elipse representa los T2 de Hotelling con un 95% de
confianza. Las variables en (b) son: Adenina (Ad), Alanina (Al), Acetato (Ac), Colina (Ch),
Clorogenato (5-CQA), Bencil-glucésidos (Bencil-Glc), Formiato (FA), Ferulato (FA) , Fumarato
(Fum), Glucosa (Glu), Glutamina (GIn), Glutamato (Glu), 4-HBA (4-hidroxibencilacetico), Isoleucina
(Iso), Leucina (Leu), Malato (MA), Nicotinato (NA), 2-oxocaprato (2-OC), 2-oxoglutarato (2-OG),
Fenilacetato (PhaA), Prolina (Pro), Salicilato (SA), Sacarosa (Suc), Succinato (Succ), Treonina
(Thr) y Valina ( Val).

El grafico de loadings correspondiente (Figura 4-7b), en forma general, indica una
influencia importante de la glucosa, acido clorogénico, acido ferulico, bencil-glucésidos,

2-oxocaproato, glutamina, glutamato, NADH/NADPH, fenilacetato, acidos grasos, alanina
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y prolina en PC1, como factor diferenciador del tratamiento con MeJA. Sin embargo, la
superposicion parcial entre AS, AS/MeJA y los grupos de control en el grafico de score
hace que sea dificil encontrar el perfil metabdlico caracteristico de los otros métodos, por
lo que se decidio utilizar una técnica multivariable adicional no supervisada para seguir
analizando la estructura de los datos. Como se observg, el analisis de agrupamiento

jerarquico (HCA) separ6é claramente los datos de acuerdo con el tratamiento de
elicitacion (Figura 4-8).
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Figura 4-8: Dendrograma HCA de la respuesta metabolémica (datos cuantitativos) de las células
de T. peruviana a los tratamientos con AS (azul), MeJA (rojo), AS/MeJA (amarillo) y control
(verde).

A continuacion, se realizé un andlisis del mapa de calor, para visualizar el agrupamiento
de aglomerados jerarquicos entre muestras y variables. Un mapa de calor es una tabla
codificada por colores en la cual, las filas (tratamientos de elicitacion) y las columnas
(metabolitos) se clasificaron por agrupamiento jerarquico (doble dendrograma), lo que

facilita la identificacion visual de patrones. La figura 4-9 muestra los mejores resultados
obtenidos.
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Figura 4-9: Doble dendrograma de HCA de respuesta metabolémica (datos cuantitativos) para los
diferentes tratamientos de elicitaciéon de cultivos de células en suspensién de plantas de T.
peruviana (control, AS, MeJA y AS/MeJA).

La representacion de agrupamiento bidimensional mostré las relaciones entre las
muestras y las variables. La agrupacion entre variables (metabolitos) permitio identificar
posibles conexiones entre el metabolismo primario y la via fendlica. Los metabolitos se
dividieron en tres grupos (a), (b) y (c), pero solo los dos primeros mostraron correlaciones
con los compuestos fendlicos sintetizados de novo. El grupo (a) mostré correlacion entre
los bencil-glucésidos, el clorogenato y el ferulato con los siguientes compuestos: 2-
oxocaproato, alanina, acetato, glutamina y glucosa; mientras, el grupo (b) mostré
correlacion entre el fenilacetato con: treonina, NADH/NADPH, glutamato, 2-oxoglutarato,
succinato, formiato, acidos grasos, nicotinato, leucina e isoleucina. Por otro lado, el mapa
de calor también mostré que las muestras tratadas con los elicitores comparten
diferentes metabolitos en cierta medida, lo que explica la dificultad de asignarlos como
compuestos caracteristicos de los diferentes tratamientos, tanto en los andlisis de PCA
como en el mapa de calor. En consecuencia, se aplicaron a los datos los andlisis
supervisados de PLS-DA y OPLS-DA; el resultado mostré 5 variables latentes (R2X
(cum) = 0,807; R2Y (cum) = 0,899 y Q2 (cum) = 0,756) y 3 + 4 + 0O variables latentes
(R2X (cum) = 0,880; R2Y (cum) = 0,948 y Q2X (cum) = 0,790) que explican bien los
resultados de PLS-DA y OPLS-DA, respectivamente. Evidentemente, tal resultado

representa una mejora con respecto al andlisis de PCA, observando que hay una
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tendencia de las muestras del mismo tratamiento a estar cerca (Figura 4-10) con una
resolucion mas clara entre los grupos en comparacion con la PCA.
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Figura 4-10: Grafico de score de los andlisis PLS-DA (a) y OPLS-DA (b) de la respuesta
metabolomica (datos cuantitativos) a los diferentes tratamientos: AS (azul), MeJA (rojo), AS/MeJA
(amarillo) y controles (verde). Las muestras se etiquetaron de acuerdo con su tiempo de
recoleccion (24, 48, 72, 96, 120 y 144 h). La elipse representa los T2 Hotelling con un 95% de

confianza.

Curiosamente, con OPLS-DA, los datos dentro de los tratamientos en diferentes tiempos
estdn menos dispersos, lo que indica que la variacion ortogonal eliminada por OPLS-DA
debe estar relacionada con fuentes de variaciébn que no estan correlacionadas con la
elicitacién; es decir, la parte no predictiva de la variacion en el bloque X esta
probablemente asociada con cambios temporales en las concentraciones de metabolitos.
Nuevamente, debido a la dificultad de asignar un perfil de metabolitos caracteristico a
cada variable latente, se analizaron las variables latentes predictivas y ortogonales del
OPLS-DA a través de sus valores de importancia variable en los parametros de
proyeccion (VIP) (Tabla 3). Para esto, SIMCA calcul6 la influencia en la respuesta de
cada término en el modelo. VIP es la suma de las contribuciones de influencia variable
sobre todas las dimensiones del modelo. Los términos con VIP mayor que uno (valor

promedio) son los mas relevantes para explicar el modelo.



124 Estudio metabolémico de células de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
cultivadas en suspension, como respuesta al tratamiento con dos elicitores

de la biosintesis de compuestos fendlicos

Tabla 4-2: Importancia variable en los valores de proyeccion (VIP) para los componentes

predictivos y ortogonales en el modelado de datos OPLS-DA.

Metabolito Predictivo Metabolito Ortogonal
Salicil-Glucosidos  1.3761 Nicotinato 1.4921
Salicilatos 1.3114 NADH/NADPH  1.4228
Glutamato 1.3041 Acidos grasos  1.4149
Malato 1.2370 NAD+/NADP+  1.3199
Colina 1.1400 Sacarosa 1.2251
Glutamina 1.1397 Valina 1.2224
4-HBA 1.1341 Prolina 1.1710
Isoleucina 1.1338 Fumarato 1.1432
2-Oxoglutarato 1.0915 Adenina 1.1129
Glucosa 1.0712 Treonina 1.0903
Fumarato 1.0655 Formiato 1.0883
Treonina 1.0647 Alanina 1.0624
Fenilacetato 1.0257 Clorogenato 1.0166
2-Oxocaproato 1.0104 Bencilglucésido 1.0025
Succinato 1.0036

A partir de la Tabla 3 es posible asignar los metabolitos con mayor influencia utilizando
valores predictivos de VIP, y aquellos que tienden a causar dispersion debido a otras
fuentes de variacion que usan valores ortogonales de VIP. Con esta metodologia,
aunque no es posible asignar una influencia individual de los tipos de metabolitos a cada
tratamiento de elicitacion, es posible discernir aquellos que afectan mas al modelo. Como
se observé, los metabolitos con mayor influencia en la separacion de los diferentes
tratamientos de elicitacion son los salicilatos, glutamato, malato, colina, glutamina, 4-
HBA, isoleucina, 2-oxoglutarato, glucosa, fumarato, treonina, fenilacetato, 2-oxocaproato
y succinato, lo que es consistente con los resultados de analisis de mapa de calor
agrupados sin supervisién. Como se discutié anteriormente, la Tabla 4-3 indica que las
concentraciones de nicotinato, NADH/NADPH, &cidos grasos, NAD*/NADP*, sacarosa,

valina, prolina, fumarato, adenina, treonina, formiato, alanina, clorogenato y bencil-
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glucésido parecen ser mas afectadas por un factor temporal, que causa una dispersion
no discernible debido al despliegue de datos en la disposicion de la matriz de dos vias.

Los resultados del andlisis cuantitativo de los metabolitos muestran que los elicitores
causan cambios en el metabolismo primario que afectan la sintesis de novo de
compuestos fendlicos. En particular, la produccion de compuestos fendlicos en las
suspensiones celulares tratadas con MeJA se asocid con un aumento en el contenido de
glucosa, glutamina y prolina; en concordancia, las muestras con bajo contenido de estos
metabolitos primarios (por ejemplo, tratamientos con AS y AS/MeJA) mostraron una baja
producciéon de compuestos fendlicos de novo. Es bien sabido que los mecanismos
defensivos de la planta implican un costo metabdlico que afecta su crecimiento celular;
en particular, el flujo de carbono entre el metabolismo primario y secundario se ve
afectado principalmente por la biosintesis de moléculas defensivas, como los
compuestos fendlicos (Havko et al., 2016). La glucosa es una de las principales fuentes
de energia (ATP) y de esqueletos de carbono para la ruta fendlica, por lo que es logico
gue en condiciones de estrés el contenido de glucosa aumente y, en consecuencia, el
contenido de sacarosa disminuya. Los compuestos fendlicos se sintetizan a partir de
fosfoenolpiruvato (PEP) y eritosa-4-fosfato en la via del &cido shikimico; ambos
compuestos se producen a partir de glucosa, en las vias de glucdlisis y fosfato de
pentosa (PPP), respectivamente. La etapa oxidativa de PPP produce equivalentes redox
(NADPH) que se utilizan en la produccién de eritosa-4-fosfato a partir del aminoacido

prolina.

Adicionalmente, la reduccién de los niveles de 2-oxoglutarato podria explicarse porque
estas moléculas son las aceptadoras de iones de amonio generados por la desaminacién
reductiva de fenilalanina, a través del ciclo de glutamina sintetasa y glutamato sintasa
(GS/GOGAT) (Carreto et al., 2015). Los niveles bajos de leucina, isoleucina y valina
podrian ser otra forma de redirigir el flujo de carbono y energia a expensas de la
biosintesis de proteinas. La reduccion en la produccién de polisacaridos y proteinas en
cultivos celulares en suspension de T. peruviana tratados con MeJA explicaria, en parte,
la disminucion en la produccion de biomasa previamente informada en estas condiciones

de crecimiento (Mendoza, et al., 2018).
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Aunque en el presente estudio no se detectaron intermediarios de la via del &cido
shikimico, los resultados obtenidos permitieron proponer un esquema de interaccion
entre el metabolismo de los carbohidratos, amino&cidos y la via fendlica en suspensiones

celulares de T. peruviana tratadas con MeJA (Figura 4-11).
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Figura 4-11: Esquema propuesto de interaccién entre el metabolismo primario con la ruta fendlica
en cultivos de suspension celular de T. peruviana a las 72 h después de la elicitacién. Los
metabolitos identificados en este experimento se etiquetan con flechas, de acuerdo con el
tratamiento principal: MeJA (rojo), AS (azul), AS/MeJA (amarillo). La orientacion de las flechas

muestra el efecto de los inductores en la produccién de metabolito en comparacion con el control:
(M) aumenta, (W) disminuye, (1) no es diferente. Los metabolitos dentro de las cajas de puntos no

se detectaron en el presente estudio. Bencil-Glc = bencil-glucdsidos; G3P = gliceraldehido-3-
fosfato; GS = glutamina sintasa; GOGAT = glutamina oxoglutarato aminotransferasa; PEP =

Fosfenol piruvato; PPP = via de los fosfatos de pentosa.
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A pesar de que los salicilatos también se identificaron como VIP, estos se detectaron
Unicamente en las suspensiones tratadas con AS, por lo que esta claro que los salicilatos
no son productos de la elicitacion. Los tratamientos con AS y AS/MeJA también
mostraron cambios en el metabolismo primario, pero estos cambios no aumentaron
significativamente la produccién de novo de compuestos fendlicos, por lo que podria ser
una consecuencia del reparto metabdlico fundamental de los recursos de energia y

carbono hacia otras vias secundarias diferentes a la biosintesis de fenilpropanoides.

45. Conclusion

Este es el primer estudio metabolémico de células de T. peruviana cultivadas en
suspension y tratadas con elicitores quimicos (AS, MeJA y AS/MeJA). Se logré la
identificacion y elucidacién de la estructura de algunos compuestos presentes en los
extractos crudos de suspension celular de T. peruviana, usando espectroscopia de H-
RMN. El andlisis multivariante utilizando datos espectrales de RMN (*H-RMN vy
proyecciones del JRES) y las concentraciones relativas de metabolitos mostraron una
clara separacién entre las suspensiones control y las tratadas con los elicitores; también
se observo separacion temporal de las muestras tratadas con MeJA y AS/MeJA. Todos
los elicitores causaron cambios en el metabolismo primario de las células de T.
peruviana, pero solo MeJA aumento la produccion de compuestos fendlicos a las 72 h

después de la adicion del elicitor.

Los bencil-glucésidos, acido clorogénico, acido ferdlico y fenilacético fueron los
principales CF identificados en el tratamiento con MeJA. La produccion de estos
compuestos se asocid con cambios en el metabolismo de los carbohidratos y los
aminodcidos, especificamente con el aumento del contenido de glucosa, glutamina vy
prolina y la disminucion del contenido de 2-oxoglutarato y sacarosa. El tratamiento con
AS o0 AS/MeJA no afect6 significativamente la produccion de CF en comparacion con el
control. Nuestros resultados muestran claramente que AS revierte el efecto de MeJA en
la biosintesis de CF cuando estos elicitores se utilizan en combinacién. Los estudios
futuros con fracciones purificadas de CF y el analisis de RMN con asistencia de HPLC-

EM serian necesarios para mejorar la identificacion de otros CF presentes en
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suspensiones celulares de T. peruviana, que no se identificaron en este estudio

posiblemente debido a su baja concentracion en las muestras.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1.Conclusiones

Los resultados de esta investigacion hacen importantes contribuciones al conocimiento
del metabolismo de células de T. peruviana cultivada in vitro bajo condiciones de
crecimiento normal (sin elicitor) y cuando son tratadas con AS y MeJA. Este conocimiento
permitird establecer condiciones de cultivo en este sistema biolégico con miras al

desarrollo futuro de productos de base biotecnoldgica.

En esta investigacion se pudo comprobar que la linea celular de T. peruviana conserva la
capacidad de producir las principales familias de metabolitos secundarios presentes en la
planta de origen (explantes), lo cual es relevante ya que uno de los primeros pasos en el
establecimiento de este tipo de cultivos es verificar que el metabolito o grupos de
metabolitos de interés sean producidos por la linea celular, bajo las condiciones de
crecimiento implementadas. En este caso el grupo de metabolitos a los cuales va dirigido
el presente estudio son los CF, Fv y AA, los cuales se detectaron en la biomasa de los

callos y en los cultivos de células en suspension.

También se demostré que fitohormonas como el AS y MeJA, aplicadas de manera
exdgena al cultivo, afectan la produccion de los metabolitos de interés (CF, Fv y AA) de
una manera dependiente de la concentracion, el tiempo de adicién y de exposicion al
elicitor, incrementandolos significativamente con respecto a los cultivos no elicitados. No
obstante, el tratamiento con MeJA también causé disminucion de la produccion de
biomasa, este efecto fue dependiente del tiempo de adicién del MeJA al cultivo. Ninguno
de las dos fitohormonas caus6 efecto significativo en la produccion de CF, Fvy AA en el
medio extracelular. En términos generales, la estrategia de elicitar los cultivos celulares
de T. peruviana con AS y MeJA resultd en un incremento significativo en el contenido

intracelular de CF, Fv y AA. Adicionalmente, se logré mejorar la produccion de CF con
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AS 300 pM y MeJA 3 pM adicionandolos al cultivo el dia 4 de la fase exponencial.
También se estableci6 que el tiempo de exposicion a los elicitores influye
significativamente en la produccion de CF, Fv y AA, alcanzandose los contenidos mas
altos entre las 72 y 96 horas, asi: MeJA 3 uM > AS/MeJA (300 uM/3 uM AS) > 300 uM
AS > control. MeJA aument6 1,49 veces el contenido de CF; 2,55 veces el contenido de

Fvy 1,66 veces la AA, comparado con el cultivo sin elicitar.

El analisis del perfil de metabolitos por HPLC detecté 17 componentes intracelulares en
las suspensiones celulares; dos de ellos se identificaron como acido clorogénico y
dihidroquercetina (DHQ). El acido clorogénico es un polifenol con propiedades
antioxidantes, mientras que DHQ es un flavonoide con propiedades antioxidante y
anticancer. Este es el primer reporte de DHQ en cultivos celulares de T. peruviana, lo

cual es de gran relevancia por sus propiedades bioldgicas.

El tratamiento con MeJA 3 pM indujo la produccion de &cido clorogénico a las 72 horas
post-elicitacion. En el caso de la DHQ, la combinacion AS/MeJA incremento la
produccion de la aglicona a las 72 horas; no obstante, las concentraciones de DHQ total
(aglicona + glicosilada) no incrementaron después del tratamiento con AS y MeJA
aplicados de manera independiente al cultivo. Las concentraciones mas altas de DHQ
total se obtuvieron en las suspensiones control y en las tratadas con AS, alcanzandose la
concentracion maxima a las 72 horas (4,30 y 4,05 mg/100 mL, respectivamente). El
hecho de que el tratamiento con MeJA incremente el contenido de acido clorogénico y
disminuya el contenido de DHQ sugiere que MeJA dirige el metabolismo fendlico de las
células de T. peruviana hacia la biosintesis de polifenoles, no obstante, se requieren

otros experimentos que validen esta hipoétesis.

La aplicacion de técnicas analiticas robustas como FT-NIR combinadas con andlisis
multivariado confirmé que el tratamiento con AS, MeJA y la combinacion AS/MeJA
provocan cambios en la biosintesis de CF en las suspensiones celulares de T. peruviana,
ademads, sugiere que otros metabolitos, como carbohidratos y proteinas, pueden influir en
la discriminacion de los grupos de acuerdo con el tratamiento de elicitacion. Asi mismo,

RP-HPLC combinada con analisis multivariado confirmé que la DHQ y dos compuestos
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no identificados (tr = 12,5 y 12,8 min) influyen en la separacion del grupo tratado con
AS/MeJA; mientras que, el acido clorogénico influyé en la separacién del grupo tratado
con MeJA. Asi mismo, otro compuesto con tg = 7,9 min parece ser importante para la
separacion del grupo tratado con AS.

La identificacion y elucidacion de la estructura de varios metabolitos presentes en los
extractos celulares de T. peruviana fue posible usando una técnica analitica mas robusta
como es la *H-RMN. El andlisis multivariante utilizando datos espectrales de RMN (*H-
RMN vy proyecciones del JRES) y las concentraciones relativas de metabolitos,
demostraron que todos los elicitores causaron cambios en el metabolismo primario de las
células de T. peruviana, pero sélo MeJA aumenté significativamente la produccién de CF
a las 72 h después de la adicion del elicitor. En el caso del tratamiento con AS, se
evidencié una respuesta metabdlica temprana (24 h post-elicitacion); no obstante, los CF

identificados en estas muestras correspondieron principalmente a salicilatos glucosilados.

Los principales CF identificados en el tratamiento con MeJA fueron bencil-glucésidos,
acido clorogénico, acido ferulico y acido fenilacético. La produccion de estos compuestos
se asocid con cambios en el metabolismo de los carbohidratos y los aminoécidos,
especificamente con el aumento del contenido de glucosa, glutamina y prolina y la
disminucion del contenido de 2-oxoglutarato y sacarosa. El tratamiento con AS o la
mezcla AS/MeJA no afecté significativamente la producciéon de CF en comparaciéon con el
control, lo cual sugiere que AS revierte el efecto de MeJA en la biosintesis de estos

compuestos cuando estos elicitores se utilizan en combinacion.

En conclusion, los cultivos de células en suspensiéon de T. peruviana son un recurso
valioso para la produccién de CF con potencial actividad farmacéutica como la DHQ,
acido clorogénico y acido ferdlico. Elicitacion de los cultivos celulares con MeJA es una
estrategia que considerar para incrementar la produccion de compuestos poli fendlicos
valiosos. Estudios futuros con fracciones purificadas de los extractos intracelulares y
andlisis de RMN con asistencia de HPLC-EM serian necesarios para mejorar la

identificacion de otros compuestos presentes en suspensiones celulares de T. peruviana.
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5.2.Recomendaciones

Con el propésito de fortalecer la presente linea de investigacién, se plantean las

siguientes actividades futuras:

= Purificacién y caracterizacion estructural de los compuestos fenélicos producidos por

las células de T. peruviana cultivadas en suspension.

= Estudios de transcriptébmica de genes de enzimas del metabolismo fenilpropanoide,
como la fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato 4-hidoxilasa (C4H), 4- coumarato
CoA ligasa (4CL), chalcona sintasa (CHS) y chalcona isomerasa (CHI), en las
células de T. peruviana cultivadas en suspension, determinando el efecto del MeJA

en la transcripcion de los genes.

=  Evaluacion del efecto del escalado del cultivo, sobre el metabolismo de las células

de T. peruviana, en presencia de MeJA.

= Evaluacién de las actividades bioldgicas relevantes de extractos, fracciones y
compuestos purificados de células de T. peruviana cultivadas en suspension, tales
como actividades citotéxicas, frente a lineas celulares de cancer de préstata y

mama.
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C. Anexo: Curva de Calibracion
Estandar de la Dihidroguercetina

Curva Estandar de Dihidroquercetina
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Curva tipica de calibracion estandar de dihidroquercetina (Taxifolina) usando RP-HPLC.

Cada punto corresponde al promedio de tres mediciones independientes.
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D. Anexo: Disefio del
de Elicitacidén
elicitor)

Experimento
(Concentracion del

1. Descripcién del disefio factorial para evaluar el efecto de la concentracioén del &cido salicilico

(AS) en la produccion de compuestos fendlicos en las suspensiones celulares de T. peruviana.

Disefio experimental

Factores Nivel (-)  Nivel (+)
X1: Concentracion del AS (uM) O 600
X2: Tiempo de Cosecha (horas) 24 96
Clase de disefio: Factorial multinivel
Disefio base:
= Numero de factores experimentales 2
= Numero de bloques: 3
= NuUmero de variables respuesta: 1

Nombre de la variable respuesta:

Contenido de fenoles totales

= Ndmero de corridas: 8

= Grados de libertad del error: 3

» Aleatorizacion: Si
Factores Bajo Alto Niveles Unidades
Concentracién del AS -1,0 1,0 4 UM
Tiempo de exposicion al AS -1,0 1,0 2 horas
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Respuesta

Unidades

Contenido de fenoles totales

mg EAG/g BS

Tiempo de Cosecha

Corridas Concentracién del elicitor (uM)

(horas)

0

0o ~No ok WDN B
O W Ul W Fk O

24
96
24
96
24
24
96
96

2. Descripcion del disefio factorial para evaluar el efecto de la concentraciéon del MeJA en la

produccion de compuestos fendlicos en las suspensiones celulares de T. peruviana.

Disefio experimental

Factores Nivel ()  Nivel (+)
X1: Concentracion del MeJA (UM) 0 5
Xz2: Tiempo de exposicién al MeJA (horas) 24 96

Clase de disefo: Factorial multinivel

Disefo base:

Numero de factores experimentales
Numero de bloques:

Numero de variables respuesta:
Nombre de la variable respuesta:
Numero de corridas:

Grados de libertad del error:

Aleatorizacion:

2
3
1

Contenido de fenoles totales

8
3
Si
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Tiempo de Cosecha

Corridas Concentracion del elicitor (uUM) (horas)
1 0 24
2 5 96
3 1 24
4 3 96
S 5 24
6 3 24
7 1 96
8 0 96
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E. Anexo: Diseino del Experimento
de Elicitacion (Tiempo de adicion del

elicitor)

Descripcion del disefio factorial para evaluar el efecto del tiempo de elicitacién en la
produccion de CF en las suspensiones celulares de T. peruviana.

Disefio experimental

Factores Nivel (1)  Nivel (+)
X1: Tratamiento -1 1
X2: Tiempo de exposicion al elicitor (Horas) 24 96
X3: Tiempo de adicién del elicitor (Dia) 0 8
Clase de disefio: Factorial multinivel
= Numero de factores experimentales 3
= Numero de bloques: 3
= NuUmero de variables respuestas: 1
= Nombre de la variable respuesta: Contenido de fenoles totales
* Nudmero de corridas: 18
= Grados de libertad del error: 9
= Aleatorizacion: Si
Factores Bajo Alto Niveles Unidades
Tiempo de adicién -1,0 1,0 3 Dias
del elicitor
Tiempo de -1,0 1,0 2 Horas
exposicion al elicitor
Tratamiento -1,0 1,0 3 Control, MeJA 3uM, AS 300uM
Respuesta Unidades

Contenido de Fenoles Totales

mg EAG/g BS
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Tiempo de elicitacién Tiempo de Cosecha

Corridas Tiempo (dias) (horas) Tratamiento
1 0 24 Control
2 4 96 Control
3 8 96 Control
4 0 96 SA
5 4 24 Control
6 0 96 Control
7 8 24 SA
8 8 96 MeJA
9 8 24 Control
10 4 24 MeJA
11 8 24 MeJA
12 0 96 MeJA
13 0 24 SA
14 4 24 SA
15 0 24 MeJA
16 8 96 SA
17 4 96 MeJA
18 4 96 SA
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F. Anexo: Analisis estadistico para

la optimizacion del tiempo de
elicitacion en la produccion de
compuestos fendlicos (CF).

1. ANOVA de unavia: CF (mg EAG/ g BS) versus Tiempo de Elicitacion (dias)

— Anélisis de Varianza

Fuente G.L S.C M.C Valor-F Valor-p
Tiempo de Elicitacion (dias) 2 8,015 4,0076 11,19 0,000
Error 51 18,272 0,3583

Total 53 26,288

— Andélisis de Medias

Tiempo Elicitacion (dias) N Media DE Int. Confianza (95%)
0 18 4,173 0,519 (3,890; 4,457)
4 18 4,812 0,599 (4,528; 5,095)
8 18 3,891 0,669 (3,607; 4,174)

— Andlisis de comparaciones pareadas de Tukey (95% de confianza)

Tiempo de elicitacion (dias) N Media Agrupacion
4 18 4,812 A
0 18 4,173 B
8 18 3,891 B

2. Optimizacién de la Respuesta (Produccién de CF) con MeJA 3uM y AS 300 pM.

— Parametros

Respuesta Objetivo  Nivel Bajo Target Nivel Alto Peso Importancia

Prod. CF Maximizar 2,89 6,38 X 1 1
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— Rangos de variables

Variable Valores
Tratamiento MeJA; AS
Tiempo de Elicitacion (dias) 0;4;8
Tiempo Exposicién (horas) 24; 96

a5

A

42

Medias de CF

a0

33

35
AS Control MelA 0 4 8

24

— Solucién:
Solucién Tratamiento | Tiempo Tiempo de | Ajuste Deseabilidad
elicitacion exposicién compuesta
(dias) (horas)
1 MeJA 4 96 5,32037 0,696381
2 AS 4 96 5,42593 0,726626
5. Grafico de Efectos Principales para la produccién de CF
Grafico de Efectos Principales
(Medias)
Tratamiento Tiempo de Elicitacion {(dias)  Tiempo Exposicion (horas)
a3 .
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5. Gréfico de Interaccion de Efectos Principales para la produccién de CF.
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G. Anexo:. Analisis estadisticos

efecto de la variable tiempo
elicitacion en la producciodn
Biomasa.

1. ANOVA de unavia: Biomasa (g/L) versus Tiempo de Elicitacion (dias)

— Anaélisis de Varianza

del

de

Fuente G.L S.C M.C Valor-F Valor-p
Tiempo de Elicitacion (dias) 2 345,02 172,511 138,58 0,000
Error 51 63,49 1,245

Total 53 408,51

— Andlisis de Medias

Tiempo Elicitacion (dias) N Media DE Int. Confianza (95%)

0 18 4,040 0,699 (3,512; 4,567)
4 18 4,814 0,998 (4,286; 5,342)
8 18 9,747 1,500 (9,219; 10,275)

— Andlisis de comparaciones pareadas de Tukey (95% de confianza)

Tiempo de elicitacion(dias) N Media Agrupacion
8 18 9,747 A
4 18 4,814 B
0 18 4,040 B
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3. Gréfico de Efectos Principales para la producciéon de Biomasa

Media de la Biomasa (g L-1)
~

3. Gréfico de Interaccion de Efectos Principales para la produccién de Biomasa

Media de Ia Biomasa (g L-1)

AS

(Medias)
Tratamiento Tiempo de Elicitacion {dias) Tiempo Exposicion (horas)
*
°
o
-
°
°
Control MelA 0 4 L 24 9%
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H. Anexo: Analisis de Regresion
Lineal.

Regresion de Flav ides vs C tos Fenoli Regresion de la Actividad Antioxidante vs el Contenido de
ct Compuestos Fenélicos
- R"2=0.7747 © R"2 = 0.7433
@ 73
. @
S " L
S © - ) b
o
o E = LR
s oW = = »
o
.§ ° .: iy ® H '/ B
5§ T ‘/} ¥ oS- ’'C
b & . 2 - (;0
L ™ - / .
- ': 5 .o . = :/‘o ..
o~ / / LI
/ /
- T 1 1 | I T I 1 |
20 25 30 35 40 45 50 25 3.0 35 4.0 45 50 55
Compuestos Fenolicos (mg EAG/g BS) Compuestos Fenolicos (mg EAG/g BS)
Regresion de la Actividad Antioxidante vs el Contenido de
Flavonoides
© | R"2=07248 "\
- o A
@ . //
@ . o * s
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Gréficos de regresion lineal para los resultados del contenido intracelular de compuestos
fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante de las suspensiones celulares de T.

peruviana tratadas con elicitores. R*2 = coeficente de regresion lineal.



. Anexo: Curva de Calibracion
Estandar del Acido Clorogeénico

Curva Estandar del Acido Clorogenico
4.E+06

R2 = 0.99962 /.
3.E+06
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0.E+00 ﬂ'/(

0 25 50 75 100 125 150 175 200
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Concentracién de Acido Clorogenico (ug/mL)

Curva tipica de calibracion del 4cido clorogénico usando RP-HPLC. Cada punto

corresponde al promedio de tres mediciones independiente
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