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NOTACION

*O?: superoéxido

AJ: &cido jasmonico

AOM: Alcaloides oxindol monoterpénicos

APX: ascorbato peroxidasa

AS: 4cido salicilico

AsA: acido ascorbico/ ascorbato
BTH: éster benzotiadiazol S-metil
CAT: catalasa

CNI: compuesto no identificado
ddt: dias de tratamiento

DMSO: dimetil-sulfoxido

dpt: dias post-tratamiento

ERO: especies reactivas de oxigeno

ET: etileno

GR: glutation reductasa
GPX: glutation peroxidasa
GSH: glutation reducido
H202: perdxido de hidrégeno

HPLC: Cromatografia liquida de alta
eficiencia

INA: el acido 2,6-dicloroisonicotinico
MDHA: monodehidroascorbato
MeSA: salicilato de metilo

PAL.: fenilalanina amonio liasa

POX: peroxidasa

RSA: resistencia sistémica adquirida
SAG: acido salicilico glucosilado

SOD: superéxido dismutasa





. RESUMEN

Uncaria tomentosa (Willd.) DC, Rubiaceae, es conocida por la medicina tradicional, en la
region Amazonica peruana, por los efectos farmacoldgicos de sus metabolitos secundarios. Produce
principalmente triterpenos, polifenoles y alcaloides oxindol monoterpénicos (AOM) durante diferentes
etapas de su desarrollo. Estos productos naturales poseen actividad inmunomoduladora,
inmunoestimulante, citotoxica (en lineas celulares cancerigenas), antioxidante, etc. Por su parte, el
acido salicilico (AS) es una hormona vegetal de naturaleza fenolica. Regula procesos fisiol6gicos como
germinacion, crecimiento, fotosintesis, respiracion, defensa vegetal contra el estrés, etc. Por lo tanto, se
propuso la aplicacion de AS en cultivos in vitro de plantulas de U. tomentosa como una alternativa
para la induccion de compuestos bioactivos; el estudio de las relaciones entre el metabolismo

secundario y el sistema antioxidante; asi como el control del crecimiento.

El pretratamiento con 100 uM de AS tuvo efectos a largo plazo, luego de 75 dias de ser
transferidos a un medio de cultivo libre de AS, en la inhibicidn del crecimiento de la planta (36%), la
supervivencia (37%) y la formacion de raiz (36.8%). Estas respuestas se relacionaron con menor
actividad de las enzimas SOD (32%) y CAT (32%) y el incremento en los niveles de H,02 (25%). Los
pretratamientos con 0.1 y 1 no mostraron efectos significativos en el control del crecimiento. Sin
embargo, 1 y 100 uM indujeron la acumulacion de AOM totales (53 y 60% respectivamente) y
compuestos fendlicos totales (80 y 15%) ambos pardmetros asociados con mayor contenido de H-O;
(26% en 1 uM) y menor actividad SOD (30% enl uM).

La aspersion del AS 'y sus analogos funcionales, el éster benzotiadiazol S-metil (BTH) y el
acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA), indujo cambios en la biosintesis de metabolitos secundarios
asociados a la produccion de H,O, y la actividad de enzimas antioxidantes. EI BTH incrementd el
contenido de AOM pentaciclicos (25%), 4&cidos benzoicos (66%) y flavonoides (119%) en las
microplantas elicitadas. Mientras que, en las plantas transformadas por Agrobacterium rhizogenes, la
elicitacion por aspersion de INA, AS y BTH (250 uM) indujo mayor acumulacion de AOM
pentacilicos (120, 82 y 123% respectivamente) y tetraciclicos (128, 45 y 54% respectivamente) asi
como el contenido de ascorbato en 32, 39 y 76% respectivamente. La acumulacion diferencial de
AOM y compuestos fendlicos, inducida por INA, AS y BTH, reflejo el efecto de éstos en el

sistema antioxidante y su relacion con la biosintesis de metabolitos secundarios.
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1. SUMARY

Uncaria tomentosa (Willd.) DC, Rubiaceae, known from traditional medicine, at Peruvian
Amazonic region, due to the pharmacological effects of its secondary metabolites. It produces
bioactive compounds including triterpenes, polyphenols and monoterpenoid oxindole alkaloids (MOA)
during different phases of plant development. All these natural compounds possess
immunomodulatory, immunostimulant, cytotoxic (in carcinogenic cell lines), antioxidant, among other
effects. Salicylic acid (SA) is a phenolic plant hormone that regulates physiological processes such as
germination, growth, photosynthesis, respiration, plant defense responses to stres, etc. Therefore, SA
application as an alternative to induce natural products; establish realshionships between secondary
metabolism, antioxidant system and growth control in Uncaria tomentosa plantlets cultures was

proposed.

The pre-treatments with SA 100 uM had long term effects, after plant trasplanting into a fre
SA médium, on plant growth inhibition (36%), survival (37%) and root development (36.8%). These
responses were associated with SOD and CAT activity inhibition (both in 32%) and increases in H.0;
level (25%). Pre-treatments with SA 0.1 and 1 UM do not showed significant changes. But 1 and 100
UM induced MOA (53 and 60% respectively) and phenolic compounds (80 and 15% respectively)
accumulation; both parameters associated with high H.O, content (26% in 1 uM) and less SOD
activity (30% inl uM).

The spray of AS and its functional analogs, 2,6-dichoroisonicotinic acid (INA) and
benzotiadiazole s-methyl ester (BTH) in 100 pM, induced changes in secondary metabolites
biosynthesis. These changes associated with H,O, content and antioxidant enzyme activity. BTH
increased pentacyclic MOA (25%), benzoic acid (66%) and flavonoid (119%) content. While,
elicitation of transformed plants (by Agrobacterium rhizogenes) with SA, INA and BTH (250 puM)
induced higher production of pentacyclic MOA (120, 82 y 123% respectively) and tetracyclic MOA
(128, 45 y 54% respectively) as well as ascorbate content in 32, 39 y 76% respectively. Differential
accumulation of MOA and phenolic compounds, induced by INA, SA and BTH, showed the effect of

these compounds in antioxidant system and its relation with secondary metabolites biosynthesis.





I11. ANTECEDENTES

1. Uncaria tomentosa (Willd.) DC.

1.1 Descripcion botanica

Uncaria tomentosa (Willd.) DC. es una liana trepadora o rastrera, originaria de la
amazonia peruana, que se distribuye desde Belice y Guatemala hasta Per(, Venezuela,
Trinidad y Surinam a una altitud entre 300 y 800 msnm (Keplinger et al., 1999). Pertenece a la
familia Rubiaceae, subfamilia Chinchonideae, tribu Coptosapelteae (Risdale, 1978). Su

nombre comun en algunas zonas de centro y sudameérica es ufia de gato.

U. tomentosa alcanza una longitud de 20 a 30 m y su tallo principal tiene un didmetro
de hasta 25 cm, con brotes principales monopodiales y brotes laterales plagiotrépicos de
crecimiento limitado. Presenta espinas de forma curvada que miden de 8 a 20 mm de longitud,
son puntiagudas, de consistencia lefiosa, muy pungentes y no sensitivas (homologas al
hipopodio de un brote axilar) de las que deriva el nombre de ufia de gato en la region
amazonica (Puff et al., 1996). La corteza es de color amarillo o verde amarillento con fisuras
longitudinales a traves de las cuales el tallo secreta latex. Las hojas miden de 7.5 a 17 cm de
longitud y de 4.3 a 12 cm de ancho, son simples; opuestas; con forma oblonga, ovalada o
eliptica; con margen entero y &pice agudo. Se observa la presencia de vellos finos, Ilamados
tomentos, que se extienden densamente sobre todo el envés. Las ramas jovenes presentan
pequefias estipulas con una gran cantidad de tomentos. Las flores son pequefias y bisexuales,
se reunen en inflorescencias globosas y amarillentas en los brotes plagiotropicos. El céliz es
persistente, con dimensiones de 0.6 a 0.8 cm, los sépalos fusionados un poco mas de la mitad
de su longitud y ovario infero. La parte externa de la corola y el fruto esta densamente cubierta

por tomentos. Las flores y frutos son casi sesiles (Gattuso et al., 2004).





1.2 Etnobotanica

Los integrantes de la cultura Ashaninka, en Perd, fueron quienes popularizaron el uso
de decocciones acuosas (de ganchos, corteza de tallo y raiz) de ufia de gato para el tratamiento
de diversos padecimientos. La difusion de éste conocimiento despertd el interés cientifico y
comercial hacia U. tomentosa y en 1997 mas de 50 fabricantes de suplementos dietéticos en
Estados Unidos ofrecian extractos de esta planta (Keplinger et al., 1999). Su aplicacion en la
medicina tradicional se basa en el tratamiento de abscesos, artritis, asma, cancer, efectos
secundarios de la quimioterapia, prevencion de enfermedades, fiebres, Ulcera gastrica,
hemorragias, inflamaciones, irregularidad menstrual, reumatismo, inflamacion del tracto
urinario, debilidad y heridas (Chang et al., 1989, Heiztman et al., 2005).

1.3 Importancia farmacoldgica

La importancia farmacoldgica de U. tomentosa se debe a que produce compuestos
bioactivos como alcaloides indélicos y oxinddlicos, flavonoides, procianidinas, glucosinolatos,
esteroles, glicésidos del acido quindvico, triterpenos polihidroxilados, etc., (Keplinger et al.,
1999; Heitzman et al., 2005; Valerio y Gonzales, 2005) que actian como antiinflmatorios
(Giraldo et al., 2003) inmunoestimulantes (Sheng et al., 2005) y antivirales (Aquino et al.,
1989).

Trabajos recientes reportan que los alcaloides oxinddlicos monoterpénicos (AOM) y
glicosidos del &cido quindvico (Kaiser et al., 2013; Dietrich et al., 2014) inhiben la
proliferacion de diferentes lineas celulares cancerigenas, tales como: carcinoma cervical,
cancer de mama, osteosarcoma (De Martino et al., 2006), cancer de vejiga (Dietrich et al.,
2014) y leucemia (Cheng et al., 2007). Los AOM pentaciclicos: pteropodina, isopteropodina,
isomitrafilina y uncarina F tienen efecto apoptético sobre lineas celulares cancerigenas
(leucemia), siendo el primero y el ultimo los méas potentes (Bacher et al., 2006). Mientras que

la mitrafilina (AOM pentaciclico) es un diurético (Falkiewicz y Lukasiak, 2001). Los AOM
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tetraciclicos: rincofilina e isorincofilina tienen actividad protectora contra isquemia cerebral
(Zhou y Zhou 2010), son vasodilatadores y actian como espasmoliticos. La rincofilina ademas
estimula las contracciones uterinas, incrementa la actividad respiratoria y es un agente

antipirético, antiinflamatorio y diurético (Falkiewicz y Lukasiak, 2001).

Las decocciones acuosas y etanolicas usadas en la medicina tradicional peruana, se
conocen por su efectividad como agentes antiinflamatorios, antioxidantes y citotoxicos
(Goncalves et al., 2005), en parte por su contenido de compuestos fendlicos. El acido cafeico
es util en el control del asma y reacciones alérgicas; el acido galico es un antihistaminico; los
acidos ferulico, isovainillico, p-hidroxicinamico, p-hidroxibenzoico, siringico, cafeico,
gentisico, protocatecuico, p-cumarico, vainillico y p-hidroxibenzoico tienen actividad
antibacterial (Goleniowski et al., 2013). Los flavonoides (kaempferol, catequinas, quercetina,
flavonas, etc.) son antiinflamatorios, inmunoreguladores, sedantes, ansioliticos Yy
anticonvulsivos; ademas de que previenen de enfermedades neurodegenerativas como

Alzheimer, Parkinson y diabetes mellitus (Pandey y Sohng, 2013).

Dentro del grupo de los triterpenos destacan el &ciodo ursélico y oleandlico. Ambos
con actividad antiinflamatoria, antiviral, anti-leishmaniasis, antitumoral, citostatica,
hipoglucemiante,  antihistaminica,  hepatoprotectora,  diurética, inmunomoduladora,
inmunoestimulante, sedante, entre otras (Liu, 1995; Falkiewicz y Lukasiak, 2001). Mientras
que, los glucoésidos del &cido quinovico tienen un potente efecto inhibitorio del crecimiento de

lineas celulares cancerigenas de vejiga humana (Dietrich et al., 2014).

1.4 Metabolismo secundario de U. tomentosa

En el metabolismo vegetal se pueden distinguir dos tipos de biomoléculas necesarias
para el desarrollo de las funciones vitales y de supervivencia de las plantas. Los metabolitos
primarios son necesarios para realizar las funciones “primarias” como crecimiento,
fotosintesis, respiracion, etc. Y los metabolitos secundarios que a menudo se biosintetizan en

fases subsecuentes al crecimiento, y no son indispensables para éste, pueden actuar como
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reguladores o inductores. Sus estructuras quimicas son extremadamente variadas y se
producen por diferentes rutas de biosintesis a partir de productos e intermediarios del
metabolismo primario. Estan involucrados en la relacion de la planta con su entorno,
principalmente como mecanismos de defensa por lo que diversas condiciones de estrés

inducen su biosintesis (Amdoun et al., 2009).

Los metabolitos secundarios son compuestos naturales que se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxondmicos y son importantes para la reproduccién en la
biosintesis de sustancias y pigmentos atrayentes (polinizacion y dispersion de las semillas), asi
como en la defensa vegetal al producir repelentes naturales (frente a predadores) y
biopesticidas (contra patdgenos), entre otros (Verpoorte y Memelink, 2002; Wink, 1988). Su

produccion ocurre en cantidades pequerias en la planta (Wink y Schimmer, 1999).

La mayoria de los metabolitos secundarios se clasifica, de acuerdo con su origen
biosintético, en alcaloides, terpenos y polifenoles (Ramachandra-Rao y Ravishankar, 2002).
Tienen diferentes usos y aplicaciones como farmacos, agroquimicos, saborizantes, aditivos,
colorantes, fragancias y biopesticidas (Ramachandra-Rao y Ravishankar, 2002). U. tomentosa
produce tres principales grupos de metabolitos secundarios: alcaloides, polifenoles y derivados
de triterpenos (Wink 1988; Verpoorte y Memelink, 2002).

Alcaloides

El contenido de alcaloides en U. tomentosa es diferencial dependiendo de la parte de la
planta que se analice (principalmente raices y corteza) y de la estacion del afio (Lopez-
Luengo, 2006). Existen dos quimiotipos; uno conformado por AOM pentaciclicos:
pteropodina, isopteropodina, especiofilina, uncarina F, mitrafilina e isomitrafilina; y otro por
AOM tetraciclicos: rincofilina e isorincofilina (Keplinger et al., 1999). En plantulas
micropropagadas se encuentran los AOM pentaciclicos: pteropodina, isopteropodina,
especiofilina, uncarina F, mitrafilina e isomitrafilina y los AOM tetraciclicos: rincofilina e
isorincofilina; mientras que en las raices de las mismas plantulas se encuentran principalmente

mitrafilina, isomitrafilina y los alcaloides glucoindélicos 3a-dihidrocadambina y dolicantosido
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(Luna-Palencia et al.,, 2013). Los AOM pentaciclicos son considerados marcadores

bioquimicos de U. tomentosa (Wagner et al., 1985).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o fenilpropanoides estan involucrados en el control de
procesos fisioldgicos (defensa antioxidante, transporte de auxinas), interaccion de la planta
con su entorno (bacterias fijadoras de nitrégeno, rizosfera, tolerancia a radiacion UV, control
de la fertilidad, etc.) y respuesta al ataque por patégenos (Mattila y Kumpulainen, 2002).

De los &cidos fendlicos (derivados hidroxilados de los acidos benzoico y cinamico) los
mas comunes son los acidos p-cumarico, cafeico y ferdlico. Algunos se encuentran como
glucosidos, como es el caso de los acidos p-hidroxibenzoico, vainillico, protocatecuico
(Herrmann, 1989) y ellagico (dilactona del acido hexahidroxidifénico, que a su vez es un

dimero de acido galico; Galvez, et al., 1997).

Los flavonoides (polifenoles de bajo peso molecular) constan de anillos aromaticos
rodeados de grupos hidroxilo capaces de actuar como agentes reductores, antioxidantes
donadores de hidrogeno y quelantes de oxigeno singulete (Rice-Evans et al., 1996). Se
clasifican de acuerdo con el grado de saturacion y oxidacion de su anillo heterociclico (Pandey
y Sohng, 2013).

Los extractos acuosos y etanolicos de corteza de U. tomentosa contienen
principalmente procianidinas B2 y C1; oligdbmeros de procianidinas; (—)-epicatequina; rutina y
acidos clorogénico, cafeico, siringico, protocatecuico, vainillico, p-cumarico y elagico
(Goncalves et al., 2005; Bors et al., 2011). Los extractos de hoja presentan acido cafeico,
clorogénico, rutina, los derivados de flavonoles: kaempferol y quercetina, asi como
proantocianidinas poliméricas (Pavei et al., 2010; Bors et al., 2011).

Terpenos

Los triterpenoides son un tipo de isoprenoides naturales presentes en el latex y resinas

de plantas superiores. Son una defensa quimica contra patogenos y herbivoros (Brown, 1998).

En U. tomentosa se han aislado, a partir de corteza de raiz, 14 glicésidos del acido quinévico
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(Dietrich et al., 2014), lupeol y los triterpenos pentaciclicos &cido ursolico y su isémero &cido
oleandlico (Quintela y Lock de Ugaz, 2003). En cultivos celulares de U. tomentosa se reporto

la presencia de acidos ursolico, oleandlico y quindvico (Flores-Sanchez et al., 2002).

1.5 Induccién del metabolismo secundario

Debido a que los metabolitos secundarios estan involucrados en la relacion de la planta
con su entorno como mecanismos de defensa; diversas condiciones de estrés inducen su
biosintesis (Amdoun et al., 2009). En algunos cultivos vegetales las especies reactivas de
oxigeno son capaces de incrementar la acumulacion de metabolitos secundarios inducida por
elicitores (Zhao et al., 2005).

Estrés oxidativo

Las plantas responden al ataque de patdgenos, insectos y herbivoros, entre otros
factores de estrés bioticos y abidticos (salinidad, sequia, radiacion, altas o bajas temperaturas,
metales pesados, 0zono, etc.), mediante la activacion de una serie de mecanismos de defensa.
Estos mecanismos incluyen principalmente la muerte celular por reaccion hipersensitiva, la
acumulacién de metabolitos secundarios con actividad antioxidante y antimicrobiana, la
activacion de enzimas hidroliticas, deposicion de sustancias de refuerzo en las paredes
celulares, asi como rutas y cascadas de fosforilacion de proteinas, que generalmente conducen

a una respuesta de mitigacion del dafio (Hutcheson, 1998 y 2001; Emes, 2009).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas que se producen en las plantas,
como consecuencia del metabolismo, mediante procesos ligados a un incremento o disipacién
en la energia de excitacion en mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas y apoplasto (Bailey-
Serres y Mittler, 2006). En tejidos vegetales se estima que 1.2 por ciento del consumo de
oxigeno conduce a la formacion de superoxido (sO%) que, a través de una variedad de
reacciones, conduce a la formacién de perdxido de hidrégeno (H202) y radicales hidroxilo
(*OH). En la situacidon conocida como estrés oxidativo, altas concentraciones de ERO causan

el rompimiento de las cadenas laterales, e incluso las cadenas principales de las proteinas y los
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acidos grasos insaturados de las membranas, mientras que, en el nlcleo pueden reaccionar con
el ADN provocando mutaciones, (Mgller, 2001; Slesak et al., 2007).

Las ERO actian como moléculas sefializadoras que participan en la activaciéon de
cascadas de transduccion de sefiales, activacion de factores de transcripcion y expresion de
genes biosintéticos involucrados en el metabolismo secundario. (Zhao et al., 2005). Otras
respuestas son el reestablecimiento de la fosforilacion, flujo ionico, produccion de acido
salicilico (AS), acido jasmonico (AJ), etileno (ET) y mas ERO (Gapper y Dolan, 2006). La
localizacion, amplitud y duracion de la produccion de éstas determina la especificidad de las

respuestas de defensa; Bailey-Serres y Mittler, 2006).

Elicitores

Los elicitores son compuestos naturales o sintéticos capaces de desencadenar
respuestas de defensa al estrés, a través de la activacion de rutas de transduccion de sefiales
(Amdoun et al., 2009; Perassolo et al., 2011).

Durante una interaccion planta-patogeno, la deteccion del microorganismo se da a
través del reconocimiento de moléculas “elicitoras” que inducen las respuestas de defensa en
la planta; éstas pueden ser: polimeros de carbohidratos, lipidos, glicopéptidos y glicoproteinas
(Van Loon y Van Strien, 1999). La produccion de ERO, biosintesis de fitoalexinas,
acumulacién de prolina, incrementos en la produccion de metabolitos secundarios,
reforzamiento de la pared celular, activacion de enzimas de defensa y proteinas PR son
algunas de las respuestas de defensa inducidas por elicitores (Amdoun et al., 2009; Perassolo
etal., 2011).

La introduccion de elicitores a las practicas agricolas permite minimizar la préactica del
control quimico, reducir los riegos de contaminacion del suelo y bajar los costos de
produccion para contribuir al desarrollo de la agricultura sustentable (Thakur y Sohal, 2013).
Dentro de los elicitores mas comunes, que se aplican en campo, se encuentran el acido
salicilico, salicilato de metilo, benzotiadiazol S-metil (BTH), &cido benzoico, quitosan, entre
otros (Thakur y Sohal, 2013). Algunos de ellos son también productos del metabolismo

natural de las plantas.
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Aunque los elicitores inducen el metabolismo secundario, su eficacia depende de la
compleja interaccion entre el inductor y la célula vegetal (Zhao et al., 2001; Yu et al., 2002).
El acido a-linolénico exdgeno es capaz de inducir, en cultivos celulares de Agrostis tenuis,
Rauvolfia serpentina y Nicotiana tabacum, la acumulacion de AJ y la biosintesis de oxilipinas
pentaciclicas (Gundlach y Zenk, 1998). Mientras que la elicitacién con levadura incrementa la
biomasa y los glicosidos feniletanoides, relacionados a su vez con la actividad de la enzima
fenilalanina amonio liasa en Cistanche deserticola (Cheng et al., 2005). La tabla 1 resume los

efectos de la elicitacion con diferentes inductores en cultivos de U. tomentosa.

Tabla 1. Metabolitos secundarios inducidos por elicitores bidticos y abioticos en Uncaria
tomentosa.

INDUCTOR CULTIVO PRODUCTOS REFERENCIA
Pectina Células en Acidos Flores-Sanchez
suspension triterpénicos et al. (2002)
e Células en Luna-palencia et
Acido jasmonico suspension AOM al. (2002)
Células en Luna-Palencia et
Sacarosa suspension AOM al. (2005)
Sacarosa Células en Acidos Feria-Romero et
suspension triterpénicos al. (2005)
Estrés Células en AOM Trejo-Tapia et
hidrodinamico suspension al. (2007)
Células en .
o Huerta-Heredia
H,0; suspension AOM et al. (2009)
raices.

Vera-Reyes et

BSO-AJ, H20; Raices AOM al. (2013)

AOM, Alcaloides oxindoélicos monoterpénicos; BSO, butionina sulfoximina; AJ, &cido jasmonico.

2. Acido salicilico

El &cido salicilico (AS) es una fitohormona asociada con las respuestas a estrés. Regula
procesos fisiologicos como el crecimiento, desarrollo, germinacion de la semilla, dormancia,

florecimiento, transporte de iones, intensidad fotosintética y transpiracion en plantas (Lee et
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al., 2010; Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011). Actia como una molécula sefial en la
induccion de mecanismos de defensa contra los efectos de patdgenos biotroficos e induce
tolerancia a estrés abidtico causado por sequia, toxicidad por metales, frio, calor, luz y estrés

osmatico, entre otros (Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011).

La biosintesis del acido salicilico en el citoplasma puede ser por la descarboxilacion de
la cadena lateral del acido trans-cinamico para convertirse en acido benzoico seguido de una
2-hidroxilacion para formar &cido salicilico. Una segunda via implica la 2-hidroxilacion a
acido o-cumarico, mediante la accion de trans-cinamato-4-hidroxilasa, y posterior
descarboxilacion a acido salicilico. Estudios recientes en cloroplasto de Arabidopsis mostraron
una nueva ruta de biosintesis a partir de corismato, mediante la accién de la isocorismato
sintasa. Esta ruta es la responsable de proveer resistencia adquirida local y sistémica en las
plantas (Hayat et al., 2010; Yu et al., 2010), como una fuente de sefiales internas (AS

enddgeno). Las rutas de biosintesis del AS se resumen en la figura 1.

2.1 El acido salicilico en la defensa vegetal

El &cido salicilico es una molécula sefial en las respuestas de defensa local y sistémica
en las plantas. Su accion depende de eventos de Oxido-reduccion y esta involucrado en la
iniciacion de la muerte celular durante el estrés oxidativo causado por condiciones ambientales
adversas (estrés abiodtico) o ataque por patogenos (estrés bidtico). Motivo por el cual se utiliza
en la reduccion de la sensibilidad al estrés en diversos cultivos de especies vegetales (Chen et
al., 2007; Szalai et al., 2011).

En el caso de los virus el AS inhibe la replicacion viral, el movimiento célula-célula y
el movimiento a larga distancia (Singh et al., 2004). Regula el nivel de ERO, la peroxidacién
lipidica y la produccion de radicales libres, todo lo cual desarrolla en la planta la resistencia
contra patdgenos (Dempsey et al., 1999; Shah y Klessig, 1999).
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Figura 1. Rutas de biosintesis del AS. CM, corismato mutasa; PAL, fenilalanina amonio liasa;
ICS, isocorismato sintasa; TC4-H, trans-cinamato 4-hidroxilasa; IPL, isocorismato piruvato
liasa; AB2-H, acido benzoico 2-hidroxilasa. Modificado de Yu et al. (2010).

Las respuestas al AS, dependientes del estado redox, incluyen la muerte celular
programada (autofagia, apoptosis y respuesta hipersensitiva), un fenémeno suicida de las
células diana, esencial para el crecimiento, desarrollo y defensa vegetal (de Pinto et al., 2012).
La respuesta hipersensitiva es un proceso, dependiente del acido salicilico, tan complejo que
implica altos niveles de expresion de genes, reciclamiento de componentes celulares y control
del estrés oxidativo. Todo lo cual controla o reduce el dafio y, en el mejor de los casos,

conduce a la inmunidad vegetal (Van Verk et al., 2008).

Uno de los eventos principales durante las respuestas a los cambios redox,
dependientes del AS, es la activacion de la proteina NPR1. Que se basa en la transicion de su
forma oligomérica (inactiva) a las unidades monoméricas de nprl, por la reduccion de dos
residuos conservados de cisteina (Mou et al., 2003). EI AS se une directamente a las proteinas
NPR1, reguladoras de la resistencia sistémica adquirida (RSA). NPR3 y NPR4 funcionan
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como receptores del AS y adaptadores de una proteina ligasa (CUL3 E3) para activar la
degradacion de NPR1 por el proteosoma 26S (Fu et al., 2012). La funcion de NPR1 es
esencial para la induccion (positiva o negativa) de RSA por patdgenos u otros inductores de

RSA (Conrath et al., 2002). En la figura 2 se esquematizan las funciones del AS en la célula
vegetal.
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Figura 2. Modelo de sefializacion del AS en la célula vegetal, modificado de Kawano y
Bouteau (2013). A bajos niveles de AS (i-a) se activan los mecanismos de defensa, a traves de
cascadas de sefializacion reguladas por NPR1, para inducir a la supervivencia de la planta. En
niveles altos (i-b), el AS se une al NPR3, lo cual provoca la degradacion del NPR1 y la
subsecuente MCP. La percepcion de niveles altos de AS extracelular (ii) también conduce a la
MCP a través del estallamiento oxidativo y la activacion de canales de calcio. El transporte de
AS (iii), salicilato de metilo (MeSA) y AS glucosilado (SAG) activan la sefializacion volatil
(SVLD), electrica (SELD) y quimica (SQLD) a larga distancia.

El salicilato de metilo (MeSA, por sus siglas en inglés) es un derivado volatil del AS
asociado con las interacciones planta - insecto, la comunicacion entre plantas y la sefializacion
a larga distancia durante la RSA (Shah y Zeier, 2013). Dempsey y Klessig (2012) proponen

que durante la activacion de la RSA, el MeSA inducido por SAMT1 (4cido salicilico metil
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transferasa 1) se transporta fuera de la zona inoculada por el patégeno hacia otras partes de la
planta. Asi, en la hojas distantes el MeSA es hidrolizado mediante la axtividad esterasa de la

SABP2 para producir AS de novo y contribuir a la sefializacion en los 6rganos no infectados.

2.2 Relacion de AS con el sistema antioxidante

Los mecanismos de sefializacion del AS se llevan a cabo a traves de la interaccion
directa con las ERO y con proteinas de union a este compuesto, tales como: oxidasas,
peroxidasas, y catalasas (Garcion y Métraux, 2006). Por ejemplo en plantas de uva, el AS
induce tolerancia intrinseca a estrés térmico (sea por frio o por calor), con efectos asociados al
incremento en la actividad antioxidante de la ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa
(GR), monodehidroascorbato (MDHA\) y el estado redox del ciclo glutatién-ascorbato (Wang
y Li 2006). Durante condiciones de estrés abidtico (por cadmio) el AS regula la actividad de
las enzimas antioxidantes APX, superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), las tasas de
peroxidacion lipidica y la permeabilidad de membranas en hojas de Zea mays (Krantev et al.,
2008).

En células vegetales el AS se acopla fisiolégicamente con el H2Oz y el glutatién
reducido (GSH) para controlar parte del metabolismo celular ante condiciones de estrés (Mou
et al., 2003). Recientemente se observo que el GSH puede actuar a traves de una ruta
independiente de NPR1 para incrementar el H2O2 celular, el cual activa la sefializacion por
AS. Sin embargo, los mecanismos de regulacion de esta ruta aun son desconocidos (Han et al.,
2013).

2.3 El AS en la induccion del metabolismo secundario

De las ERO, que se producen en la célula como producto del estres oxidativo, el H20>

tiene particular importancia ya que activa la biosintesis de AS por la ruta fenilpropanoide
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(Holuigue et al., 2007) y a su vez, el AS induce la acumulacion de ERO (Hayat et al., 2010)
como un tipo de realimentacion. Este podria ser el mecanismo a través del cual el AS regula la

actividad de diversas enzimas implicadas en la biosintesis de metabolitos secundarios.

El &cido salicilico induce la acumulacion de metabolitos secundarios en diversas
especies y tipos de cultivos. Tal es el caso de naftoquininas con actividad antimicrobiana en
Drosera capensis (Ziaratnia et al., 2009); compuestos fendlicos totales, lignina, acidos
fenolicos (Kovacik et al., 2009), cumarinas, herniarina y umbeliferona (Pastirova et al., 2004)
en Matricaria chamomilla; asi como silmarina y acido linoleico en Silybum marianum (Khalili
et al., 2009). En la tabla 2 se resumen algunos trabajos que reportan el efecto del AS en la
induccion de alcaloides en diferentes cultivos vegetales.

Tabla 2. Metabolitos secundarios inducidos por acido salicilico

[AS] mM Compuestos Especies Cultivo Referencias
Alcaloides, Catharanthus ) Godoy-Hernandez
. Célulasy y Loyola-Vargas
0.05-20 furanocumarinas roseus i
- R . callos (1997); Dong et al.
y antocianinas. Salvia miltiorrhiza (2010)
Alcaloides Atropa belladonna R_alces Lee et al. (2001);
01-2 o . . pilosas y
tropanicos Scopolia parviflora 7 Kang et al. (2004)
adventicias
. . Pilocarpus . Avancini et al.
5y 25 Pilocarpina microphyllus Plantulas (2003)
Alcaloides Eschscholtzia
0.01 benzofenantridi- e Células Cho et al. (2008)
nicos californica
Oxiprotostemi- - Raices Chotikadachana-
13-6.9 nina Stemona curtisii adventicias rong et al. (2011)

Raices pilosas: producto de la transformacion natural de la planta por Agrobacterium rhizogenes.
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3. Anélogos funcionales del AS

El éster benzotiadiazol S-metil (BTH) y el &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) son
analogos funcionales al AS (Fig 3). Ambos compuestos, de origen sintético, son capaces de
inducir la defensa vegetal contra un amplio intervalo de patdgenos (hongos, oomycetos, virus
y bacterias (Fu y Dong, 2013) y su estudio contribuye a descubrir las rutas de accion de estos
inductores en la transduccion de sefiales de RSA al comparar los efectos de cada uno de ellos.

El &cido 2,6-dicloroisonicotinico, INA fue el primer inductor de RSA de origen
sintético. Este compuesto es eficientemente translocado en plantas y por lo tanto su actividad
sistémica se debe a su propio desplazamiento y a la induccién de cambios en los niveles de
sefiales inductoras como las ERO (Friedrich et al., 1996). Sin embargo, el INA es poco
comercializado debido a que provoca efectos secundarios tales como la fitotoxicidad (Edreva,
2004).

AS INA BTH
o
Il ] Il
8 —OH —8 —CH,
H / s\
| N
o X cl n7

Figura 3. Acido salicilico (AS) y sus analogos funcionales &cido 2,6-dicloroisonicotinico
(INA) y benzotiadiazol S-metil (BTH). Modificado de Chaturvedi y Shah (2007).

Debido a que INA no conduce a la acumulacion de AS, algunos autores proponen que
actia (simulando la presencia de éste en los tejidos) en los mismos sitios de acumulacion

durante eventos que conducen a la RSA (Gozzo, 2003).
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Por otra parte, el BTH (&cido 7-carbotioico- 1, 2, 3- benzotiadiazol- S-metil ester) es
otro quimico sintetico (no toxico). Se produce y comercializa como un agente de inmunizacion
(aplicado en minimas cantidades; en concentraciones de 0.1 a 1 mM) para sensibilizar
diferentes especies cultivadas contra infecciones patogénicas; sin efectos negativos en el
crecimiento, desarrollo y rendimiento de las plantas (Gozzo, 2003; Edreva, 2004). Este, a
diferencia del INA, puede ser translocado rapidamente a hojas apicales y desaparecer
totalmente en 3 dias; sin causar sintomas de fitotoxicidad. La resistencia inducida por BTH
parece deberse a su interaccion con componentes de la planta para generar una combinacion
con actividad antibidtica potente (Friedrich et al., 1996; Gozzo, 2003). La actividad bioldgica
del BTH es estrictamente dependiente de la presencia de un grupo carboxilo (ya sea libre o

esterificado) en la posicion 7 (Gozzo, 2003; Edreva, 2004).

Los compuestos INA y BTH son capaces de inducir una alta y persistente
sobrerregulacion de los genes PR-2 (Francis et al., 2009). Tripathi et al. (2010) proponen que
la proteina SABP2 (catalizadora de la conversion de MeSA a AS durante la RSA) cataliza la
conversion de BTH (éster benzotiadiazol S-metil) a acibenzolar (benzotiadiazol S-metil) para
inducir RSA. Mientras que, la baja afinidad del INA (inductor de RSA) con la SABP2 sugiere
gue ésta no es la Unica proteina blanco para los compuestos inductores de RSA (Pillonel,
2001).

Se ha reportado que BTH, INA y AS son capaces de inducir cambios en el sistema
antioxidante a traves de la inhibicion de enzimas antioxidantes CAT y APX probablemente
debido a que sus estructuras contienen elementos que sirven como sustratos reductores para
dichas enzimas. (Fig. 5; Friedrich et al., 1996; Gozzo, 2003). El BTH induce la actividad de
las enzimas SOD, glutation S-transferasa (Soylu et al., 2003) quitinasa y p-1,3-glucanasa; asi
como la expresion de genes que codifican para proteinas PR (Zhu et al., 2003) y las enzimas,
fenilalanina amonio liasa y polifenol oxidasa (Boava et al., 2010). Mientras que el INA induce
la secrecion de compuestos fendlicos en la pared celular (Kauss et al., 1993) y fitoalexinas;
ademas de la activacion de algunos genes relacionados con la sintesis de fenilpropanoides de
defensa vegetal (Kauss et al., 1992; Thulke y Conrath, 1998).
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Los estudios sobre el efecto de los &nalogos funcionales (INA y BTH) del AS en
plantas se centran en sus efectos sobre la induccion de la inmunidad vegetal y cambios en el
sistema antioxidante. Sin embargo, el efecto de dichos compuestos sobre la induccion del
metabolismo secundario es un tema muy reciente y sus reportes son aun muy pocos. So6lo
algunos trabajos reportan los efectos de INA y BTH en la produccion de compuestos fendlicos
bajo condiciones de estrés. EI BTH, por ejemplo, induce la acumulaciéon de estilbenos y
antocianinas en plantas de uva y el contenido de compuestos fenolicos en hojas de fresa (lriti
et al., 2005; Hukkanen et al., 2007).

4. Cultivos de raices pilosas en la induccion de metabolitos

secundarios

En las ultimas dos décadas el cultivo de céelulas diferenciadas (brotes, raices y raices
pilosas), la induccidon por elicitores y la ingenieria metabdlica han sido herramientas
biotecnoldgicas tiles para el estudio de los diversos metabolitos secundarios asi como para
inducir e incrementar su produccion (Verpoorte et al., 1994).

4.1 Raices pilosas

Agrobacterium rhizogenes es una bacteria que contiene el plasmido Ri (inductor de
raiz) que al estar en contacto con una planta con dafio mecanico (heridas) puede ser transferido
al ADN vegetal. Los genes del fragmento de ADN transferidos a la planta (TL-ADN) regulan
la formacion de raices pilosas para producir (y secretar al suelo) sustancias llamadas opinas
que sirven como nutrientes a la bacteria (Weising y Kahl, 1996). EI TL-ADN lleva 18
secuencias de las cuales cuatro son esenciales para la formacion de raices pilosas: ORF10,
ORF11, ORF12 y ORF15 que corresponden a los genes rolA, rolB, rolC y rolD,
respectivamente (Nilsson y Olsson 1997). Este fendmeno natural de transformacion se utiliza
en la biotecnologia para la produccion de cultivos de raices pilosas (Pavlov et al., 2002;
Mehrotra et al., 2015).
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4.2 Metabolismo secundario de las raices pilosas

Los cultivos de raices pilosas son capaces de producir sustancias bioldgicamente
activas, particularmente alcaloides, y las ventajas que incluyen son: alta estabilidad genética,
tasa de crecimiento relativamente rapido y, en algunos casos, produccion (en grandes
cantidades) de metabolitos secundarios que se producen en la parte aérea de la planta
(Georgiev et al., 2007). Después de un periodo de adaptacion corto, los cultivos de raices
pilosas pueden ser utilizados para producir metabolitos en diferentes cultivos de tejidos (Sevon
y Oksman-Caldentey, 2002), embriones vegetales (Uozumi, 2004) o regeneracion de plantas
transformadas (Crane et al., 2006).

La biosintesis de proteinas RolB y RolC en las plantas transformadas por A.
rhizogenes, inducen la activacion de genes involucrados con la produccion de metabolitos
secundarios. Sin embargo, el mecanismo de accion es aun desconocido. Los genes rol B
pueden por un lado incrementar la actividad de NADPH oxidasa (sistema generador de ERO)
y por otro, incrementar la expresion de genes que codifican para las enzimas antioxidantes
guaiacol peroxidasa (POX), catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD). Actualmente se
propone que todo lo anterior resulta en un equilibrio a largo plazo en la homeostasis redox

durante varias generaciones (Bulgakov et al., 2012 y 2013).

4.3 Plantas transformadas por A. rhizogenes

En algunos casos se pueden regenerar plantas completas a partir de las raices pilosas,
las cuales expresan los genes rol tranferidos por la bacteria. Esto conduce al desarrollo de
plantas tranformadas (Veena y Taylor, 2007) que pueden ser fenotipicamente diferentes, segun
la especie, y producir metabolitos secundarios en mayor cantidad que las plantas no
transformadas (Wang et al., 2013). Algunos ejemplos de la transformacion por A. rhizogenes,

en diferentes especies, se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. Metabolitos secundarios estudiados en cultivos transformados por A. rhizogenes.

Metabolitos Especies Cultivo Referencias
secundarios

Catharanthus roseus Raices pilosas Hughes et al. (2004)
Cinchona ledgeriana P Hamill et al. (1989)

Alcaloides Plantas
Mitragyna speciosa transformadas Dong et al. (2010)
Rauwolfia serpentina Mehrotra et al. (2013)
Teroenoides Salvia miltiorrhiza Plantas Wang et al. (2013)

P Pelargonium sp transformadas Saxena et al. (2007)
.G.||c(.)s|dos Seco- Gentiana cruciata Raices pilosas Hayta et al. (2011)
iridoides

Raices pilosas,
Glucosinolatos Arabidopsis thaliana callos y plantas Kastell et al. (2013)
transformadas
Flavonoides Glycyrrhiza uralensis Raices pilosas Zhang et al. (2009)
Cumarinas Ruta graveolens Raices pilosas Sidwa-Gorycka et al.

(2009)

Plantas transformadas: por insercion de los genes rol de A. rhizogenes.

IV. JUSTIFICACION

El acido salicilico y sus analogos funcionales (INA y BTH) son compuestos que
activan respuestas de defensa a estrés en plantas; durante las cuales la generacion de especies

reactivas de oxigeno y el sistema antioxidante tienen un papel fundamental.

La investigacion sobre los efectos del INA, AS y BTH en la produccion de metabolitos
secundarios de defensa (con actividad antioxidante) es actualmente limitada. Por ello resulta
biotecnol6gicamente Util su estudio en una especie con alto valor farmacolégico como U.
tomentosa. Ademas de establecer las relaciones entre el AS, el metabolismo secundario, las

ERO vy el sistema antioxidante en plantas transformadas y no transformadas por A. rhizogenes.

26





V. HIPOTESIS

El &cido salicilico inducird cambios a largo plazo en los niveles de metabolitos
secundarios de plantulas micopropagadas de U. tomentosa, con implicaciones en el sistema

antioxidante y la produccion de ERO.

Con la aplicacion exdgena de los anélogos funcionales del AS (INA y BTH) a las
plantulas de U. tomentosa, se tendran respuestas inductoras diferentes en el sistema
antioxidante, la produccion y perfil de metabolitos secundarios y los niveles de ERO;

dependiendo de la naturaleza de las plantulas (i.e., transformadas y no transformadas).

V1. OBJETIVOS

5. Objetivo general

Comparar los efectos del acido salicilico por pre-tratamiento y por elicitacion sobre el
sistema antioxidante y la produccion de metabolitos secundarios en microplantas de Uncaria
tomentosa. Asi como en ellas examinar las relaciones del acido salicilico y sus analogos
funcionales (INA y BTH) con el metabolismo secundario, las especies reactivas de oxigeno y
la respuesta antioxidante.

6. Objetivos particulares

Evaluar el efecto del AS sobre el crecimiento, desarrollo, respuestas antioxidantes,
produccion de ERO y produccion de metabolitos secundarios (alcaloides y polifenoles) en

plantas de U. tomentosa.
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Comparar los efectos del AS con los de sus anélogos funcionales (INA y BTH) sobre
la actividad antioxidante enzimatica, acumulaciéon de H2O2 y produccién de metabolitos

secundarios para analizar los posibles mecanismos de accion de los tres compuestos.

Dilucidar los cambios en la actividad antioxidante, acumulacion de H2O2 y produccion
de metabolitos secundarios dependientes de la elicitacion con AS, BTH e INA, en
microplantas transformadas de U. tomentosa y establecer las relaciones entre el metabolismo

secundario, el sistema antioxidante y las ERO.

VII. MATERIALES Y METODOS

7. Material vegetal y condiciones de cultivo in vitro

Se utilizaron microplantas de U. tomentosa de la coleccion de cultivos del laboratorio
de biotecnologia de células vegetales (CINVESTAV-IPN). Las lineas de cutivo UtsAR-3a y
UtAR-tr4 (transformada) provenientes de cultivo en medio Utp y en condiciones de luz
continua; y la linea ARUts-3 desarrollada en condiciones de fotoperiodo de 16 h e intensidad
de luz de 2100-2300 luxes.

La linea de cultivo de U. tomentosa UtAR-tr4 (transformada) se obtuvo mediante la
infeccion de con Agrobacterium rhizogenes por el método de Georgiev et al., 2007. De las
raices pilosas obtenidas, se indujo la regeneracién de plantas in vitro y se comprobd la
transformacion mediante PCR (datos no reportados).

Las microplantas de las tres lineas de cultivo (ARUts-3, UtsAR-3a y UtAR-tr4) se
mantuvieron en medio Utp. El cual consiste en los componentes organicos e inorganicos de
Murashige y Skoog (1962) con 2 mg L™ de 4cido indolacético (IAA), 15 g L™ de sacarosa y 2
g LT de fitagel. Las condiciones del cuarto de cultivo fueron: temperatura de 25 + 1°C,
fotoperiodo de 16 h e intensidad de luz de 2100-2300 luxes.
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8. Condiciones de tratamientos

8.1 Pre-tratamientos con AS

Se prepararon medios de cultivo Utp, a los cuales se afiadié la cantidad necesaria de
AS (disuelto en dimetil-sulféxido, DMSO) para las concentraciones finales (0.1, 1 y 100 uM)
y se esteriliz6 en autoclave. Se propagaron 12 explantes nodales de microplantas de U.
tomentosa, de la linea ARUts-3 (de dos meses de crecimiento), en cajas estériles de 1 dm? (tres
cajas por tratamiento para un total de 36 secciones nodales) y se incubaron durante 45 dias en
las condiciones de cultivo antes mencionadas. El agente diluyente (DMSO) qued6 al 0.03 %
v/v para cada concentracion. Por lo tanto se incluyd un control 0+DMSO (0.03 % v/v de
DMSO) y otro libre de AS y DMSO (control 0).

Después del pre-tratamiento (45 ddt), las microplantas desarrolladas se trasplantaron al
medio de cultivo base Utp (libre de AS) y se incubaron durante 75 dias en condiciones de
cultivo. Para el transplante se cortd la microplanta en la base del tallo, para transferirla sin raiz

al nuevo medio de cultivo.

8.2 Elicitacion in vitro de ARUts-3 con INA, ASy BTH

Se utilizaron microplantas de U. tomentosa de la linea ARUts-3 de 60 dias de
crecimiento. Se propagaron 300 explantes nodales de planta en 30 frascos de vidrio de 0.86
dm de capacidad con 80 mL de medio de cultivo Utp. Se incubaron en condiciones de cuarto
de cultivo (25+ 1°C, 16 h de fotoperiodo y 2100-2300 luxes) durante 60 dias hasta obtener

plantulas de 11+ 2 cm de longitud.

La elicitacion consistio en la aspersion foliar de las microplantas con soluciones de AS,

BTH e INA (100 pM, pH 6 y 4X10* % de Tween 20 como surfactante) en condiciones de

asepsia. El agente diluyente para cada compuesto fue acetona, que quedd en una concentracion

final de 0.05% para cada solucién, incluyendo el control (agua destilada con diluyente y
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surfactante en las mismas concentraciones que los tratamientos). Los cultivos elicitados
permanecieron en condiciones de cuarto de cultivo hasta la evaluacion de parametros
bioquimicos y metabolitos secundarios (como de describe mas adelante). Las plantas elicitadas
de U. tomentosa ARUts-3 se organizaron en un disefio completamente al azar. Con seis
frascos, para un total de 60 + 6 plantas, por tratamiento. El experimento se realiz6 por

triplicado.

8.3 Elicitacion in vitro de plantas transformadas

De las microplantas transformadas (UtAR-tr4) de 60 dias de crecimiento, se
propagaron 300 explantes nodales en 30 frascos de vidrio de 0.86 dm= de capacidad con 80
mL de medio Utp. Se incubaron en condiciones de cuarto de cultivo durante 60 dias hasta

obtener plantulas de 11 = 2 cm de longitud.

La elicitacion consistio en la aspersion foliar de las microplantas con soluciones de AS,
BTH e INA (250 uM, pH 6 y 4 X 10 % de Tween 20) en condiciones de asepsia. El agente
diluyente para cada compuesto fue acetona en una concentracion final de 0.125% para cada
solucion, incluyendo el control (agua destilada con acetona y tween 20 en las mismas
concentraciones que los tratamientos). Se incluydé un cotrol con la linea no transformada
UtsAR-32 Cabe sefalar que las diferencias entre el éste control (UtsAR-3a) y el experimento
de elicitaciones anterior son la concentracion de acetona (0.05 % vs 0.125%), la linea de
microplantas (ARUts-3 vs UtsAR-3a) y las condiciones de cultivo de cada linea previas al
experimento (fotoperiodo vs luz continua). Los cultivos elicitados permanecieron en
condiciones de cuarto de cultivo hasta la evaluacion de parametros bioquimicos y metabolitos

secundarios. Con seis frascos, para un total de 54 + 6 plantas, por tratamiento.
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9. Técnicas de determinacion de parametros bioquimicos vy

metabolitos secundarios

9.1 Determinacioén de actividad enzimatica antioxidante

Extraccion de proteina

Se tomaron tres muestras de tallo y hoja de 0.120 g de cada tratamiento y se
macerararon en un mortero con nitrégeno liquido. La proteina soluble se extrajo mediante la
homogenizacion de la muestra con 1.8 mL de 100 mM de solucion amortiguadora de fosfato
de potasio pH 7.8, con 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA y 1% de PVP (Anderson et al., 1995).
Se centrifugo a 14 000 rpm durante 15 min a 4°C y se cuantificd (por triplicado) el contenido
de proteina del sobrenadante en un espectrofotometro (Bekman Coulter, DU730 UV/VIS)
mediante la técnica de Peterson (1977).

Actividad superdxido dismutasa

Se cuantifico la actividad SOD mediante el método de Giannopolitis y Ries (1977). La
mezcla de reaccion (pH 10.2) se compuso de 1.3 uM de riboflavina, 13 mM de metionina, 63
uM de NBT (azul de nitro-tetrazolio) 0.05 M de carbonato de sodio y 30 uL del extracto
proteico para un volumen final de 3 mL. Se registrd el incremento en absorbancia a 560 nm
durante 3 min en intervalos de 30 seg en un en un espectrofotometro (Bekman Coulter, DU730
UV/VIS). La actividad SOD se determind directamente a partir del incremento en la
absorbancia del blanco (V) y el incremento en la absorbancia de la muestra (v) mediante la
siguiente ecuacion: U/ml = [(V/v)-1] (factor de dilucion). Los resultados se expresaron en

unidades SOD (U mg* proteina).

Actividad catalasa

Se cuantificd la actividad CAT mediante el metodo de Aebi (1977). La mezcla de
reaccion para CAT fue de 1.97 mL de solucién amortiguadora de fosfato de potasio y sodio 50
mM y pH 7.0 (SAPS); 30 pL del extracto proteico y 1 mL de 30 mM de H2O> disuelto en

SAPS (para iniciar la reaccion). El blanco consistio de 2.98 mL de SAPS y 30 pL de la
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muestra (cada una con su propio blanco). La temperatura de reaccion fue de 25°C. Se registrd
la disminucidn en la absorbancia a 240 nm en intervalos de 20 segundos durante 3 min en un
espectrofotometro. Una unidad (U) de catalasa descompone 1 pumol de H2O2 por minuto a pH

7.0 y a 25°C. La actividad catalasa se expres6 en U mg™ de proteina.

Actividad guaiacol peroxidasa

La actividad POX se determin6 de acuerdo con el método de Srivastava y Dwivedi
(1998). La mezcla de reaccion (3 mL) fue de 2.97 mL de solucion amortiguadora de fosfato de
sodio 50 mM pH 7.0 con 3.33 mM de guaiacol y 4 mM de H203. La reaccion se inici6 con la
adicion de 30 pL del extracto enzimatico. El progreso de la reaccion se midio directamente
por el incremento en la absorbancia a 470 nm (coeficiente de extincion: 2.6 mM™ cm™) en
intervalos de 30 s por 3 minutos a 25°C en espectrofotometro. La actividad peroxidasa se
calculd en funcion del tetraguayacol formado en la mezcla de reaccidon por minuto, se expreso

como U mg* de proteina.

9.2 Cuantificacion del perdxido de hidrégeno

Para cuantificar el contenido de H20: se llevo a cabo el procedimiento de Velikova et
al. (2000). Se maceraron 0.3 g de tejido foliar, de tres plantas de cada tratamiento, en
presencia de nitrégeno liquido y se afiadieron 1.5 mL de TCA (&cido tricloroacético) 1%. Se
centrifugé a 14 000 rpm durante 10 min a 4°C. Para la mezcla de reaccion se colocaron 0.5
mL del sobrenadante en tubos de vidrio de 5 mL, se afiadieron 0.5 mL de solucion
amortiguadora de fosfato de potasio (10 mM, pH 7) y 2 mL de yoduro de potasio 1M. La
mezcla se incubd en oscuridad durante 15 minutos a temperatura ambiente (24 £ 2°C) y se
registrd la absorbancia a 390 nm en espectrofotometro. Se cuantificé por triplicado el
contenido de H2O> mediante la realizacion de una curva de calibracion en un intervalo de 0 a

5 nmoles.
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9.3 Cuantificacion de ascorbato total

Se maceraron 300 mg de tejido foliar fresco, de tres plantas de cada tratamiento) en 1.5
mL de HCIO4 2.5 M. Se centrifugo durante 5 minutos a 1000 rpm. A 1 mL de sobrenadante se
adicion6 1 mL de solucién amortiguadora de fosfato de sodio 175 mM pH 5.6 y se incub6 5
minutos en refrigerador (8°C). A cada extracto se le ajusto el pH a 5.6 con 780 + 20 pL de
K2CO3 1.25 M.

La mezcla de reaccion consistié de 1.215 mL de solucién amortiguadora de fosfato de
sodio 175 mM pH 5.6, 250 uL del extracto y 35 uL (5 unidades) de la enzima ascorbato
oxidasa (EC 1.10.3.3., de Cucurbita sp. SIGMA). Se registr6 el consumo del sustrato
(ascorbato) por la enzima (ascorbato oxidasa) durante 4 minutos a 265 nm, a través de la
disminucion en la absorbancia, en un espectrofotometro (Beckman Coulter UV/visible) de
acuerdo con Takahama y Oniki (1992). Se calculé el contenido de ascorbato total (por
triplicado) en las muestras mediante la ecuacion obtenida por la curva de calibracion de

ascorbato en un intervalo de 0 a 17 pg.

9.4 Cuantificacion de alcaloides oxindélicos monoterpénicos

Extraccién

Tres muestras foliares (0.3 g) de cada tratamiento se pulverizaron en un mortero con
N2 liquido, se colocaron en tubos de 25 mL donde se adicionaron 5 mL de acido clorhidrico
(HCI) 5% y se agitaron en vortex por 1 min. Posteriormente se sonicaron 30 min y se
centrifugaron a 3000 rpm por 10 min. Se filtrd el sobrenadante y se basificé a pH 8.5 £ 0.5 con
hidréxido de amonio 29%, seguido de la extraccion con 7 £ 2 mL de cloroformo. La fase
organica se recuperé y se elimind el disolvente por evaporacion en un rotovapor (Luna-

Palencia et al., 2013). Las muestras se guardaron en viales &mbar para su analisis por HPLC.
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Cuantificacion

La cuantificacion de AOM se realiz6 por triplicado en un equipo de HPLC con detector
UV vy arreglo de fotodiodos a una longitud de onda de 254 nm. Se utiliz6 una columna C-18
(Waters) a temperatura ambiente. La fase movil se prepard con acetonitrilo y solucion
amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH 7 (40:60 v/v). El tiempo de corrida fue de 60 min con
una velocidad de flujo isocratico de 0.7 mL min y volumen de inyeccion de 50 pL. Se realizd
la comparacion de los espectros de absorcién UV y los tiempos de retencion de los picos, en
los cromatogramas, contra los presentes en la biblioteca del equipo HPLC (Luna-Palencia et
al., 2013). Se identificaron los AOM pentaciclicos (isopteropodina, especiofilina/uncarina F,
mitrafilina e isomitrafilina) y los AOM tetraciclicos (rincofilina e isorincofilina). Para la
cuantificacion de alcaloides totales y por grupo (pentaciclicos y tetraciclicos) se tom6 como

base una curva de calibracion en un rango de 1.0 a 40 pg de mitrafilina.

9.5 Cuantificacion de compuestos fenolicos totales
Extraccion

Se maceraron 0.15 g de tres muestras de tejido foliar por tratamiento con 1.5 mL de
metanol- acético 10% (85-15 v/v). Se agitd en vlrtex y se sonic6é durante 35 minutos. Las
muestras se centrifugaron durante 15 min a 14 000 rpm a 4°C. Se recupero el sobrenadante y

se repitid el procedimiento con el residuo, para un volumen final de 3 mL de extracto.

Cuantificacidon de compuestos fendlicos totales por espectrofotometro

Se cuantificd, por triplicado, el contenido total de compuestos fenolicos de acuerdo con
el método colorimétrico de Singleton y Rossi (1965). Las mezclas de reaccién, para cada
extracto, consistieron de 0.1 mL del extracto de polifenoles, 0.1 mL del reactivo Folin &
Ciocalteau-H>O (50:50 v/v) y 2.8 mL de carbonato de sodio 1.9%. Se registré la absorbancia a

680 nm en espectrofotometro y se cuantifico el contenido de compuestos fenolicos de cada
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extracto mediante la realizacion de una curva de calibracién de catequina en un intervalo de

concentracion de 0-12 pg.

Cuantificacion de flavonoides por espectrofotometro

Se cuantifico el contenido total de flavonoides totales de acuerdo con el método
colorimétrico Chang et al. (2002), con modificaciones. Las mezclas de reaccion, para cada
extracto, consistieron de 1.68 mL del H20O, 0.3 mL de etanol (98%) 0.12 mL de KCH3COO
1M, 0.3 mL de extracto y 0.6 mL AICIz 5%. Se registrd la absorbancia a 415 nm en
espectrofotometro y se cuantifico el contenido de flavonoides totales mediante la realizacion

de curvas de calibracion de quercetina en un intervalo de concentracion de 0-100 pg.

9.6 Determinacion y cuantificacion de compuestos fenolicos por HPLC
Extraccion

Se maceraron 0.15 g de tres muestras de tejido foliar por tratamiento con 1.5 mL de
metanol- acético 10% (85-15 v/v). Se agitd en vortex y se sonico durante 35 minutos. Las
muestras se centrifugaron durante 15 min a 14 000 rpm a 4°C. Se recupero el sobrenadante y
se repitid el procedimiento con el residuo, para un volumen final de 3 mL de extracto. Al
volumen final de 3 mL de extracto fendlico se le afiadieron 3 ml de NaOH 2N vy se incubd
durante dos horas en oscuridad a temperatura ambiente (23 + 2°C) para realizar una hidrélisis
alcalina. Posteriormente se neutralizaron los extractos con HCL 75% v/v y se extrajo la
fraccion de compuestos fendlicos con 5ml de acetato de etilo. Las muestras se concentraron en

rotavapor a 80°C y se guardaron en viales ambar para su posterior analisis por HPLC.
Perfil de compuestos fendlicos

Las muestras y los estandares se disolvieron en 300 uL de MeOH-TFA (99.9 - 0.1 %
v/v) y 300 uL de TFA 0.1 % v/v para posteriormente inyectar 50 pL en el equipo de HPLC.
Se modifico el método de Pavei et al. (2010) para la separacion de los principales polifenoles
de U. tomentosa con una columna RP-18. El gradiente de elucién consisti6 de &cido
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trifluoroacético 0.1 % v/v (A) y metanol: &cido trifluoroacético 99.9-0.1 % v/v (B) como se
describe a continuacion: 0-10 min, de 30 a 40% B; 10-18 min, de 40 a 60% B; 18-22 min,
60% B; 22-35 min de 60 a 30% B; y 35-38, 30% B. La velocidad de flujo fue de 0.9 ml min‘*
y la deteccién UV a 325 nm. Se identificaron los principales picos en los cromatogramas
mediante la comparacién de los tiempos de retencién y los espectros de cada uno de los
estandares: &cido clorogénico, acido cafeico, &cido salicilico, acido galico, 4cido
protocatecuico, &cido cinndmico, é&cido vainillico, acido hidroxibenzoico, catequina,
epicatequina, vainillina, kaempferol, quercetina, 6-hidroxiflavanona, flavona, rutina e INA. Se
realizaron curvas de calibracion con los estandares acido clorogénico y acido cafeico en

intervalos de 0.05 a 0.187 pg y de 0.2 a 1.0 pg respectivamente.

10. Disefio experimental y analisis estadisticos

Se aplicé un disefio experimental de arreglos completamente aleatorios, para cada
condicion de tratamiento, y se realizaron tres réplicas de cada experimento.. Se realizaron
pruebas de ANOVA para comparar los tratamientos como muestras independientes.
Posteriormente se aplicaron pruebas de Tukey y LSD (en algunos casos) para identificar los
tratamientos con diferencias estadisticamente significativas. Los analisis se llevaron a cabo en

el programa Statgraphics Centurion XVI. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

11. Efectos del pre-tratamiento con AS en plantas de U. tomentosa.

11.1 Respuestas a largo plazo en la supervivencia, el crecimiento y desarrollo de la
planta

A los 45 dias de tratamiento (ddt) y 75 dias post tratamiento (dpt) en las diferentes

concentraciones de AS (0.1, 1 y 100 uM) se calculo el porcentaje de supervivencia, longitud
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de véastago y longitud de raiz para evaluar el efecto del AS sobre el crecimiento de U.
tomentosa in vitro. Asi como la cuantificacion de secciones nodales, brotes y porcentaje de

plantas con raiz para evaluar los efectos del AS sobre el desarrollo.

Las plantas de U. tomentosa (UtAR-3) pre-tratadas con AS 0.1, 1 y 100 uM
presentaron menor porcentaje de supervivencia con respecto al control (0+DMSO) a los 45
ddt. Sin embargo, después del periodo de recuperacion (75 dpt) en medio libre de AS, sdlo las
plantas pre-tratadas con 100 UM presentaron disminuyeron su porcentaje de supervivencia con
respecto al control (Tabla 4). Este Gltimo tratamiento inhibié completamente la formacién de
raices a los 45 ddt, en tanto que a los 75 dpt el porcentaje de plantas con raiz fue de 38 + 4%.
El AS es una molécula que puede convertirse en un radical libre (donador de electrones) con la
capacidad de producir peroxidacion lipidica al inhibir la catalasa y desviarla hacia la via
peroxidativa (Durner y Klessig, 1995 y 1996). En este trabajo la reduccion en el porcentaje de
supervivencia de las plantas pre-tratadas con 100 uM de AS podria deberse a que este
compuesto produce peroxidacién lipidica y muerte celular por oxidacion de los tejidos
expuestos al tratamiento. Katsuhara et al, (2005) proponen que las especies reactivas de
oxigeno y la peroxidacion lipidica a nivel de membranas son méas abundantes en la raiz que en
otras partes de la planta; efecto que se observo con el tratamiento 100 pM de AS, el cual

inhibid al 100% el desarrollo de raices (Tabla 4).

Asi mismo se observo un efecto dependiente de las concentraciones de AS sobre el
crecimiento de U. tomentosa. Por un lado, los tratamientos con 0.1 y 1 uM indujeron mayor
longitud del tallo a los 45 ddt en 31 y 58% respectivamente. Mientras que, la concentracion
100 puM inhibi6 la elongacion del tallo en 10% a los 45 ddt. Los efectos del AS a largo plazo
solo se observaron en la concentracion 100 uM, en la cual se inhibi6 el crecimiento en 36%
con respecto al control 0+DMSO. En plantas de Matricaria chamomilla se observé un efecto
similar: el AS 50 puM promovio el crecimiento mientras que la AS 250 uM redujo este
parametro (Kovacik et al., 2009). Por otra parte, todos los tratamientos con AS (0.1, 1 y 100
KUM) disminuyeron la longitud de la raiz a los 45 ddt en 77, 77 y 100% respectivamente. Sin
embargo se observO una recuperacion a largo plazo (75 dpt) al no encontrar diferencias

significativas en este parametro entre las plantas pre-tratadas y los controles (Tabla 4).
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Actualmente se han propuesto diversos mecanismos para explicar el efecto del AS en el
control del crecimiento en las plantas, principalmente bajo condiciones de estrés. Algunos
autores plantean que las interacciones dindmicas entre el AS, el &cido jasmonico y las ERO
inducen incrementos en el contenido de lignina y compuestos fendlicos; los cuales inhiben la
elongacion celular (Li et al., 2010; Denness et al., 2011; Gallego-Giraldo et al., 2011). Por
otro lado, recientes trabajos sugieren que las ERO controlan el crecimiento y diferenciacion
celular a traves de su accion reguladora de la actividad meristematica (Foreman et al., 2003;
Gapper y Dolan 2006; Tsukagoshi et al., 2010).

Tabla 4. Efectos del AS a largo plazo en el crecimiento y desarrollo de plantas pre-tratadas de
U. tomentosa.

Tratamiento Supervivencia Longitud de vastago Formacion de raiz
(%) (mm) (%)
AS [uUM]  45ddt 75 dpt 45 ddt 75 dpt 45 ddt 75 dpt
0 83.2+19 950%+39 123+0.2* 620+22 540+6.2 684%31
0+DMSO 833+24 950+37 108+02 61.3+26 615452 61.0+41
0.1 71.7+23* 96.6+29 142+02* 544+17 537165 71.6+3.1
1 725+35* 85957 17.1+02* 535+18 59.8%+6.2 71.0+9.0

100 584+23* 596+36* 968+02* 391+17* 00x39* 385%38*

Tratamiento Longitud de raiz Brotes Nudos
(mm) #) #)
AS [uM]  45ddt 75 dpt 45 ddt 75 dpt 45 ddt 75 dpt
0 29.1+12* 224+81 12+0.09 3.7+08 38+01 6.2+04

0+DMSO 224+13 260%+9.0 12%0.10 3808 36+01 65+04
0.1 50+09* 275+81 17+008* 24+09 40+01* 7.0+03

1 50+12* 316+33 17+0.09* 21+10 45+01* 69+0.3
100 00+10* 214+73 10+010* 31+08 3.0+01* 58+0.3

Evaluacion de parametros a los 45 dias de pre-tratamiento (ddt) con AS y a los 75 dias post-
tratamiento (dpt) sin AS. Promedio de tres repeticiones del experimento + EE. *Diferentes
significativamente con respecto a 0+DMSO (0.03 % v/v), Tukey, p< 0.05 y n=15.

Se evaluo el desarrollo de las plantas pre-tratadas con AS a través del conteo del

namero de nudos y brotes desarrollados a partir de cada explante nodal cultivado. A los 45
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ddt, los tratamientos con 0.1, y 1 uM incrementaron significativamente el nimero de nudos en
11 y 25% respectivamente; asi como el numero de brotes (ambos en 42%) con respecto al
control (0+DMSO); al contrario de la concentracion con 100 uM que inhibi6 los mismos
parametros en (17%). Después de la fase de recuperacion (75 dpt), las plantas pre-tratadas no
mostraron diferencias significativas, con respecto al control, en cuanto al desarrollo (Tabla 4).
Estos resultados sugieren que el AS podria controlar el desarrollo de meristemos axilares (en
los nudos de la planta) a traves de la induccion en la biosintesis e interaccion con otras
fitohormonas como el etileno, acido abscisico (ABA) y citocininas, como proponen algunos
autores (Apte y Laloraya, 1982; Raskin, 1992; Sano y Youssefian, 1994).

En el trabajo de Shakirova et al. (2003) el AS 50 uM increment6 significativamente el
contenido de ABA, acido indolacético (IAA) y citocininas durante la germinacion de semillas
de trigo. El hecho de que en este trabajo no se presentaron cambios a largo plazo en las plantas
pre-tratadas con AS, indica que el efecto sobre el desarrollo es dependiente de la presencia de
este compuesto en el medio de cultivo. Horvath et al., 2007 reportaron que el balance
hormonal dependiente de AS puede ser controlado en cada especie de manera diferencial con

respecto a las concentraciones y forma de aplicacion del compuesto.

11.2 Produccion de ERO y actividad de enzimas antioxidantes

Después de 75 dias del trasplante en medio libre de AS o periodo de recuperacion post-
tratamiento, se realizd la evaluacion de parametros biogquimicos (actividad de enzimas
antioxidantes y contenido de H202) y metabolitos secundarios (contenido de AOM

pentaciclicos, tetraciclicos y totales).

Se tomaron muestras de tallo y hoja a las 240 h después de la aspersion, para
cuantificar el contenido de per6xido de hidrégeno y la actividad de enzimas antioxidantes
(SOD, CAT y POX). Todos los pre-tratamientos con AS (0.1, 1 y 100 uM) en U. tomentosa
incrementaron en contenido de perdxido de hidrégeno en 110, 26 y 23% respectivamente) con

respecto al control (Fig. 4) a los 75 dpt. EIl efecto del AS en la acumulacién de H20: se
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reporta en trabajos realizados con plantas de Oryza sativa pre-tratadas con AS 100 mM (Chao
et al., 2010), cultivos de células en suspension de Glycine max con tratamientos de 0.5 mM de
AS (Shirasu et al. 1997) y plantas de papa asperjadas con 1, 10 y 100 uM de AS en
condiciones de invernadero (Sanchez-Rojo et al., 2011). Por otra parte, el DMSO (0.03 % v/v)
que se usdé como agente diluyente del AS tuvo un efecto importante al reducir el contenido de
H2O> (40%) como se observa en las plantas del control 0+DMSO (Fig. 4) a los 75 dpt.
Algunos autores reportan que el DMSO es un protector contra los radicales libres (Kharasch y
Thyagarajan 1983; Yu y Quinn 1994). Al analizar sus efectos sobre el sistema antioxidante se
observo un efecto del DMSO 0.03 % v/v (en el control) sobre el balance entre el contenido de
H.0: (Fig. 4) y la actividad de las enzimas antioxidantes (Fig. 5), ya que mientras la actividad
de las enzimas SOD y POX fue menor que en el control O (en 44 y 21% respectivamente), la

actividad CAT incrementd en 29% lo cual fue suficiente para reducir los niveles de H205.
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Figura 4. Contenido de H>02 a los 75 dpt en plantas de U. tomentosa pre-tratadas con AS.
*Diferentes significativamente con respecto a 0+DMSO, Tukey, n=9, p<0.05.

El efecto del AS sobre la actividad de enzimas antioxidantes es dependiente de la
concentracion (Fig. 5). La actividad SOD fue significativamente mayor en el tratamiento con

0.1 uM (en 108%) comparada con el control 0+DMSO; mientras que la actividad de esta
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enzima fue menor en las concentraciones 1 y 100 uM en 30 y 32% respectivamente. La
actividad CAT disminuyo en todos los tratamientos (22% en 0.1 uM, 12% en 1 uM y 36 % en
100 puM) vy la actividad POX incremento en los tratamientos con 0.1 y 1 uM en 277 y 69%
respectivamente; pero no hubo cambios significativos entre el tratamiento 100 uM vy el control

0+DMSO.
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Figura 5. Actividad de enzimas antioxidantes en plantas pre-tratadas con AS. 75 dpt.
*Diferentes significativamente con respecto a 0+DMSO, Tukey, p<0.05 y n=9.

Debido a que las enzimas SOD y CAT estan involucradas en la neutralizacion de los
radicales libres 0%~y H,0>, respectivamente (Rabinowitch y Fridovich 1983; Redinbaugh et
al., 1990); en el presente trabajo se propone que la inhibicion de dichas enzimas, en las plantas
de U. tomentosa pre-tratadas con AS (1 y 100 uM), podria conducir a incrementos discretos en

el contenido de H20: (Fig. 4); como reportan otros autores en germinados de mostaza (Dat el
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al., 1998) y plantas de tabaco (Chen et al., 1993; Dat el al., 2000). Las peroxidasas, por su
parte, estan involucradas en la generacion e interconversion de O~y H,0». ambos sustratos
de las POX pueden ser también productos de éstas enzimas (Dunand et al., 2007). En el pre-
tratamiento con 0.1 UM el notable incremento en la actividad POX (270%) estuvo relacionado
con mayor contenido de H20> (210%). Lo que demuestra que el AS en concentraciones bajas
tiene la capacidad de actuar como una molécula sefial para inducir cambios en el sistema
antioxidante, con efectos a largo plazo (75 dpt), comparado con concentraciones mayores (1 'y
100 puM) en las que los cambios en el contenido de H2O> y enzimas antioxidantes fueron

moderados (Figs. 4 y 5).

11.3 Relacién de las ERO, el sistema antioxidante y el crecimiento vegetal en
plantas pre-tratadas con AS

Las ERO tienen la capacidad de regular el desarrollo en plantas. La presencia de éstas
en las zonas meristeméaticas controla la actividad del meristemo y por consiguiente, el
crecimiento y diferenciacién celular de los érganos vegetales (Foreman et al., 2003; Gapper y
Dolan 2006; Tsukagoshi et al., 2010).

En el presente trabajo se observo que el desarrollo de las raices y la elongacion de
plantas pre-tratadas con AS 0.1 y 1 uM estuvieron asociados con mayor contenido de H2O> y
mayor actividad de enzimas antioxidantes. Mientras que en la concentracion mayor (100 uM)
se observo efecto negativo sobre el crecimiento de la planta y desarrollo de raices; con un
ligero incremento en el contenido de H2O2 y menor actividad de las enzimas CAT y SOD
(Tabla 4 y Figs. 4 y 5) a largo plazo (75 dpt). Dunand et al. (2007) reportaron que la actividad
POX es mayor en el punto que divide las zonas de proliferacién y elongacién en la raiz; donde
el balance de las ERO controla el crecimiento. Asi mismo se reportd que el H2O2 restringe el
crecimiento y la formacion de raices, mientras que el O~ parece ser necesario para la
elongacion celular (Tsukagoshi et al., 2010). Con base en lo anterior, se comprobé que los
niveles de H202, dependientes del tratamiento con AS, se asociaron con la elongacion de las

plantas (en parte aérea y raiz). Por lo tanto, concentraciones bajas de AS (0.1 y 1 uM) podrian
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de regular el desarrollo y crecimiento a través de sus efectos en el sistema antioxidante de U.

tomentosa.

11.4 Induccidén del metabolismo secundario

Después de 75 dpt se cuantifico el contenido de AOM (pentaciclicos Yy tetraciclicos) y
se obtuvo el perfil. Los pre-tratamientos con 1 y 100 pM incrementaron a largo plazo (75 dpt)
el contenido de AOM pentaciclicos (52 y 42% respectivamente), tetraciclicos (66 y 125%
respectivamente) y totales (53 y 60% respectivamente). Este incremento (Fig. 6) se asocio con
la elevacion de los niveles de H2O2 en un intervalo de 22 a 25% (Fig. 4). En cultivos de
células de U. tomentosa en suspension, el incremento en los AOM se estimula por el estrés
hidrodinamico producido en los bioreactores (Trejo-Tapia et al., 2007). Mientras que en
cultivos de raices de esta misma especie el estrés por poda y el oxigeno disuelto en los
bioreactores, también incrementan la produccion de AOM (Huerta-Heredia et al., 2009). Los
autores de este Gltimo trabajo proponen que el mecanismo se dio a traves del incremento en
los niveles de H202 por la accion de las NAD(P)H oxidasas y peroxidasas y que los AOM
podrian actuar como donadores de electrones para oxidar a los precursores indolicos de éstos

en la ruta de biosintesis.

Las plantas del tratamiento 0.1 M maostraron significativamente menor contenido de
AOM pentaciclicos (18%), lo cual se vio reflejado en el contenido total de AOM (16% menos)
con respecto a los controles (Fig. 6). En el mismo tratamiento se encontrd un incremento
significativo en el contenido de H20> (110 %). En Pilocarpus microphyllus el AS indujo hasta
cuatro veces el contenido de alcaloides (pilocarpina), sin embargo dicho incremento fue
dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion (Avancini et al., 2003). De acuerdo
con los resultados del presente trabajo, el H20O> dependiente de la aplicacion de AS en cultivos
de U. tomentosa podria actuar como molécula sefial (al encontrarse en mayor cantidad que en
el control) en la activacion de la biosintesis de AOM. Sin embargo, concentraciones

moderadas de H2O> (tratamiento AS 0.1 puM) activan otras rutas de biosintesis de metabolitos
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secundarios con actividad antioxidante, como los compuestos fendlicos (ver: experimentos de
elicitacion con AS y sus analogos INA y BTH) y probablemente triterpenos. Al respecto,
algunos autores afirman que el AS puede activar la biosintesis de metabolitos secundarios,
tales como terpenoides (Khalili et al., 2009; Pu et al., 2009), fenilpropanoides (Pastirova et al.,
2004) y alcaloides (Lee et al., 2001; Cho et al., 2008; Dong et al., 2010). En cuyos reportes es
notorio que la generacion de ERO cumple funciones importantes en la transduccién y

activacion de genes biosintéticos durante condiciones de estrés oxidativo.

El contenido de compuestos fendlicos fue significativamente mayor en todos los
tratamientos y se observo un efecto dependiente de la concentracion, siendo 0.1 uM la que
indujo un mayor incremento (196%), seguida de 1 uM con 80.0% y finalmente, el tratamiento
100 uM solo increment6 el contenido de compuestos fendlicos en 15% respecto al control
0+DMSO (Fig. 7). En el trabajo de Dong et al. (2010) se observa que el efecto inductor del
AS es dependiente de la concentracién (22 - 360 uM); con una tendencia inversamente
proporcional a la acumulacion de compuestos fenolicos en cultivos celulares de Salvia
miltiorrhiza. En cultivos de raices de Panax ginseng (Ali et al., 2007) asi como cultivos de
células y plantas de Manihot esculenta (Gogbeu et al., 2012) también se observa el efecto

inductor del AS (dependiente de la dosis) en la produccion de compuestos fendlicos.
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Figura 6. Contenido de AOM totales (A) y por grupo (B) en plantas de U. tomentosa pre-
tratadas con AS. 75 dpt. *Diferentes significativamente con respecto a 0+DMSO, Tukey, n=9,

p=<0.05.
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Figura 7. Contenido de compuestos fendlicos en plantas de U. tomentosa pre-tratadas con AS (75
dpt). *Diferentes significativamente con respecto a 0+DMSO, Tukey, n=9, p<0.05.

En cuanto al incremento de H20: y la actividad POX, ambos resultaron dependientes
de las dosis de aplicacion (Figs. 4 y 5). Estos parametros estuvieron relacionados con la
regulacion del crecimiento en tallo y raiz (Tabla 4). En microplantas de Hypericum perforatum
se observa una correlacion positiva entre el contenido de acido clorogénico (un acido fenolico)
y la produccion de raices laterales y raices pilosas en presencia de acido naftalen acético
(Franklin y Dias, 2011). En general, los resultados sugieren que el &cido salicilico podria
controlar el crecimiento de U. tomentosa a través de la regulacion del sistema antioxidante, los
niveles de ERO vy la activacion de la biosintesis de metabolitos secundarios como los

compuestos fenolicos.

12. Efectos de la elicitacion con AS y sus analogos funcionales INA y

BTH en plantas de U. tomentosa.

12.1 Produccion de ERO y actividad de enzimas antioxidantes

El INA y BTH son compuestos quimicos, de origen sintético, que inducen la
resistencia vegetal a través de la activacién de respuestas dependientes y no dependientes del

acido salicilico. En este trabajo se aplicaron INA, AS y BTH en la misma concentracién (100
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uM) para identificar las respuestas en las plantas, que establecen la analogia funcional entre

estos tres compuestos. Asi como proponer los puntos en las rutas de biosintesis donde éstos

actuarian para inducir el metabolismo secundario en microplantas de U. tomentosa (ARUSs-3).

El incremento en la actividad SOD fue significativo en los tratamientos con 100 uM de

INA, AS y BTH (48, 95 y 78% respectivamente) con respecto al control. Mientras que los

mismos tratamientos inhibieron la actividad de las enzimas CAT en 70, 41 y 38%

respectivamente y POX en 86, 76 y 36% respectivamente (Fig. 8; B, C y D).
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Figura 8. Contenido de H20> (A) y actividad de enzimas antioxidantes (B, C y D) en plantas
elicitadas con INA, AS y BTH (100 uM). 240 h después de la elicitacion. *Diferentes
significativamente con respecto al control, Tukey, p<0.05 y n=9.
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Se observd un incremento en el contenido de H202 (32%) en el tratamiento con INA,
el cual estuvo asociado con la inhibicion significativa de las enzimas CAT y POX. Aunque los
tratamientos con AS y BTH también presentaron inhibicion en la actividad de estas enzimas
(CAT en 41 y 38% respectivamente y POX en 77 y 25% respectivamente, el porcentaje en el
incremento de la actividad SOD fue significativamente mayor (94 y 78 % respectivamente)
con respecto al control (Fig. 8), lo cual se asocid con los niveles de H2O2 (menor o igual

respectivamente) en las plantas elicitadas.

En diferentes especies vegetales el INA y el BTH (en concentraciones de 0.5 a 1 mM)
tienen la capacidad de inducir la actividad POX y SOD e inhibir la actividad CAT cuando
estan sometidas a algun tipo de ataque por patdgenos (Bokshi et al., 2006; Koné et al., 2009;
Cao et al., 2011; Ren et al., 2012). Otros reportes se citan el la Tabla 5. Sin embargo, en U.
tomentosa INA, AS y BTH aplicados en concentraciones micromolares (100 pM) inhibieron
no solo la actividad CAT sino también la actividad POX. De tal manera que los efectos de
INA y BTH sobre las enzimas antioxidantes podrian depender del rango de concentracién;
como se demostro para el AS (0.1, 1 y 100 uM) en los resultados a largo plazo en plantas pre-
tratadas (Fig. 8). Horvath et al. (2007) reportaron que el AS muestra un efecto dependiente de
las dosis, en el cual intervienen las concentraciones usadas y la forma de aplicaciéon del

compuesto.
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Tabla 5. Efectos del INA 'y BTH en la actividad de enzimas antioxidantes en diferentes
especies.

Compuesto [mM] Especie Efecto / enzimas Referencias
INA 1 Lycopersicon Incremento / APX  Chandrashekar y
esculentum y CAT Umesha, (2014)

Inhibicion / APX,

BTH 005  Prunussp. CAT y GPX Clemente-Moreno et

Incremento / SOD al. (2012)
Lycopersicon Incremento / Cavalcantia et al
BTH 9.5 egculzntum SOD, POX y (2006) .
CAT
INA 1 Nicotiana tabacum Inhibicion / CAT Conrath et al. (1995)
INA 0.1 Nicotiana tabacum Inhibicion / APX (DlLégge)r y Klessig

AOX, antioxidantes; APX, ascorbato peroxidasa; GPX, glutation peroxidasa.

12.2 Activacién del metabolismo secundario

12.2.1 Alcaloides oxinddlicos monoterpénicos

El contenido de AOM pentaciclicos (disminuyd significativamente en las plantas
elicitadas con INA y AS 100 uM en 31 y 19% respectivamente, mientras que con el
tratamiento BTH 100 puM el contenido de estos fue significativamente mayor en 25%,
comparado con el control (Fig. 9B). En ningln tratamiento se observaron cambios
significativos en el contenido de AOM tetraciclicos. Sin embargo, los cambios en el contenido
de AOM totales (INA y AS con menor contenido en 27 y 12% respectivamente y BTH con
incremento de 23%) estuvieron determinados por el aumento o disminucion del contenido de
AOM pentaciclicos (Fig. 9). En Scopolia parviflora el AS (0.1 - 1 mM) regul6 la expresion de
las enzimas putrescina n-metiltransferasa e hiosciamina 6- § hidroxilasa, involucradas en la

biosintesis de precursores y alcaloides tropanicos respectivamente, asi como la biosintesis de
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escopolamina (Kang et al., 2004). Mientras que en Catharanthus roseus el AS (0.01 mM)
incremento el contenido de los alcaloides indolterpénicos vincristina y vinblastina en plantas
bajo condiciones de estrés por niquel y no estresadas (Idrees et al., 2013). En contraste, el
presente trabajo demostré que la aspersion de AS (100 uM) en U. tomentosa redujo el
contenido de AOM, mientras que en los experimentos de pre-tratamientos se observd un
efecto a largo plazo dependiente de la concentracion (Fig. 6). Avancini et al. (2003) también
reportaron efectos dependientes de las cantitades de &cido salicilico y el tiempo de exposicion

en el contenido de pilocarpina en Pilocarpus microphyllus.

El estudio de los andlogos funcionales del AS (particularmente INA y BTH) se centra
en la induccién de genes y enzimas relacionadas directamente con la respuesta al ataque por
patdgenos. Mientras que, solo algunos trabajos reportan los efectos de INA y BTH en la
produccion de compuestos fendlicos bajo condiciones de estrés. EI BTH, por ejemplo, induce
la acumulacién de estilbenos y antocianinas en plantas de uva y el contenido de compuestos
fenolicos en hojas de fresa (lriti et al., 2005; Hukkanen et al., 2007).
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Figura 9. Contenido de alcaloides oxinddlicos totales (A) y por grupo (B) en plantas elicitadas
con INA, AS y BTH. 240 h después de la aspersion. *Diferentes significativamente con
respecto al control, Tukey, p<0.05 y n=9.
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12.2.2 Compuestos fenolicos

A partir de los cromatogramas obtenidos por HPLC (arreglo de diodos) se identificaron
los compuestos fenolicos, presentes en las muestras elicitadas con INA, AS 'y BTH (100 uM),
mediante la comparacion de los tiempos de retencion y el espectro de absorcién UV de cada
pico con los de los estandares y otros compuestos registrados en la biblioteca del equipo. Los
compuestos con espectros de absorcion no identificados (CNI) se clasificaron por similitud
con los espectros de los diferentes grupos de compuestos fendlicos y se numeraron por orden
de aparicion del pico en el cromatograma. Cada compuesto se clasificd dentro de uno de los
tres grupos de compuestos fendlicos: acidos benzoicos (galico, protocatecuico,
hidroxibenzoico, siringico, vainillico y salicilico), acidos cinamicos (clorogénico, cafeico,
rosmarinico, trans-cinamico y CNI 4) y flavonoides (catequina, epicatequina, rutina,
kaempferol, quercetina, 6-hidroxiflavona, flavona, CNI 1, CNI 2, CNI 3, CNI 5 y CNI 6)

como se resume en la tabla 6.

El tratamiento con 100 uM de INA incrementd significativamente el contenido de
acidos cinamicos (16 %; Fig. 10) con respecto al control. De los cuales los acidos clorogénico,
cafeico y trans-cindmico incrementaron en 62, 96 y 25% respectivamente; mientras el
contenido de &cido rosmarinico se redujo en 24 % y el CNI 4 se inhibi6 al 100% (Tabla 7). En
este mismo tratamiento el contenido de acidos benzoicos fue menor (53%) con respecto al
control (Fig. 10); de los cuales se inhibio al 100% la biosintesis de acidos, protocatecuico,
hidroxibenzoico y vainillico; se redujo el contenido de acido salicilico en 31% y, en contraste,
aumento el contenido de acido gallico en 7% (Tabla 7). El contenido de flavonoides también
fue significativamente menor en 14% con el tratamiento 100 uM de INA comparado con el
control (Fig. 10); de los cuales se inhibid la biosintesis de epicatequina, CNI 1, CNI 2y CNI
5 (100%); se redujo el contenido de kaempferol (37%) y 6- hidroxiflavona (94%); mientras
que, increment0 significativamente el contenido de catequina (362%), CNI 3 (10%),

quercetina (12%) y flavona (22%); como se observa en la tabla 7.
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Tabla 6. Tiempos de retencion de los compuestos fendlicos de plantas de U. tomentosa

elicitadas.
Pico Tiempq}de
retencion Grupo Compuesto
(#) (min)
1 3.75 Acidos benzoicos Acido galico
2 5.73 Acidos benzoicos  Acido protocatecuico
3 5.98 Flavonoides Catequina
4 7.17 Flavonoides Epicatequina
5 7.62 Acidos cinamicos Acido clorogénico
6 7.92 Acidos benzoicos  Acido hidroxibenzoico
7 8.98 Acidos cinamicos Acido cafeico
8 9.57 Acidos benzoicos Acido siringico
9 9.84 Acidos benzoicos Acido vainillico
10 10.11 Acidos cindmicos Acido rosmarinico
11 11.01 Flavonoides CNI1
12 11.12 Acidos cindmicos  Acido trans-cindmico
13 12.69 Flavonoides CNI 2
14 13.73 Flavonoides CNI 3
15 14.03 Acidos cinamicos CNI 4
16 15.41 Flavonoides CNI5
17 16.38 Acidos benzoicos Acido salicilico
18 18.21 Flavonoides Rutina
19 19.48 Flavonoides Kaempferol
20 21.61 Flavonoides Quercetina
21 25.25 Flavonoides 6-hidroxiflavona
22 26.50 Flavonoides Flavona
23 31.04 Flavonoides CNI 6

Anélisis por HPLC posterior a la hidrolisis alcalina de cada muestra. CNI: compuesto no identificado.
Tratamientos: INA, ASy BTH (100 pM).

Es importante destacar que mientras el INA indujo la acumulacion de acidos
cinamicos, el contenido de acidos benzoicos fue menor. Este efecto podria deberse a la
competencia de ambos grupos por el precursor acido cindmico (Fig. 11) asi como por
incremento en la expresion y actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis de acidos
cinamicos; mas que las involucradas en la biosintesis de acidos benzoicos. EI INA ademas
redujo el contenido de flavonoides. Este grupo compite con los acidos benzoicos por el
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precursor cumaroil-COA; motivo por el cual hay mas flavonoides que &cidos benzoicos. Cabe
mencionar que el INA también podria activar las expresion y actividad de las enzimas
chalcona sintasa, chalcona isomerasa, flavanona 3 hidroxilasay flavonoide 3 hidroxilasa, que
participan en la biosintesis de flavonoides, lo que explicaria el incremento en la produccion de
catequina, quercetina y flavona (Fig. 12).

Tabla 7. Contenido de compuestos fendlicos en microplantas de U. tomentosa elicitadas con
INA, ASy BTH (100 uM).

Compuesto CONTlROL ”\!A A_S BTH

i (ng g™ PS) (ng g™ PS) (ngg*PS) (ng g™ PS)
Acido gallico 2957 + 0.68 3758 = 1.80* 24.01 + 0.58* 21.11 £ 0.17*
Ac. protocatecuico  33.90 + 1.22 0.00 £ 0.00* 1855 + 0.58* 0.00 £ 0.00*
Catequina 21.49 + 0.70 99.36 = 0.58* 49.67 + 0.23* 82.88 + 1.00%
Epicatequina 37.69 + 0.71 0.00 £ 0.00* 0.00 + 0.00* 0.00 + 0.00*
Ac. clorogénico 26.00 + 0.39 4210 + 3.56* 25.29 + 0.16 33.16 + 1.36%
Ac. hidroxibenzoico 14.01 + 0.05 0.00 £ 0.00* 0.00 £ 0.00* 19.60 = 0.93*
Ac. cafeico 19.15 + 0.05 37.64 + 155* 58.02 = 1.71* 30.82 + 1.32%
Ac. siringico 0.00 = 0.00 0.00 + 0.00* 20.79 + 0.18* 24.78 + 0.56*
Ac. vainillico 20.52 + 0.18 0.00 + 0.00* 0.00 + 0.00* 0.00 + 0.00*
Ac. rosmarinico 17.23 + 0.21 13.15 = 0.05* 0.00 £ 0.00* 0.00 £ 0.00*
CNI1 14.34 + 0.03 0.00 + 0.00* 0.00 + 0.00* 23.33 + 0.42*
:[Ar\gﬁs-cinémico 1436 + 0.15 1795 + 0.66* 0.00 = 0.00* 0.00 + 0.00*
CNI 2 46.90 + 1.31 0.00 + 0.00* 32.04 + 2.67* 19.70 + 0.64*
CNI 3 1440 + 0.02 17.23 £ 0.05* 15.63 *= 0.03* 51.37 + 0.43*
CNI 4 18.96 + 0.23 0.00 + 0.00* 13.58 + 0.08* 34.86 + 2.38*
CNI5 1546 = 0.06 0.00 + 0.00* 20.44 + 1.15* 41.89 + 2.01*
Ac. salicilico 36.47 + 1.70 2499 *+ 0.68* 66.42 + 549* 157.69 + 0.09*
Rutina 2194 + 0.00 21.19 = 0.27 16.36 + 0.30* 179.44 + 10.03*
Kaempferol 31.12 + 0.01 19.61 = 0.10* 22.07 + 0.84* 65.25 + 0.35*
Quercetina 1494 + 0.10 16.77 + 0.56* 15.08 = 0.06 7799 = 1.70*
6-hidroxiflavona 29.36 + 041 27.67 = 053* 18.29 +0.24* 37.23 + 1.95%
Flavona 2414 + 119 2951 + 0.12* 19.88 £0.36* 31.46 +0.32*
CNI 6 18.27 + 0.37 17.60 + 0.01 0.00 +0.00* 24.07 +0.34*

Compuestos no identificados: CNI. Promedio de tres repeticiones de experimento + EE, n=9, Tukey a
p<0.05. Cuantificacion a las 240 horas después de la aspersion con INA, AS y BTH (100 uM).
B
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Figura 10. Contenido compuestos fendlicos por grupo + EE. 240 h después de la aspersion
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Tukey, p<0.05 y n=9.

Aunque en el tratamiento con 100 uM de AS no hubo diferencias significativas entre el
contenido total de &cidos benzoicos y cinamicos (Fig. 10), con respecto al control, se
observaron cambios importantes. De los acidos cindmicos, se inhibid la biosintesis (100%) de
los &cidos rosmarinico y trans-cindmico y se redujo el contenido del CNI 4 (28%); pero
incrementd significativamente el contenido de acido cafeico (96%) y no se observaron
cambios significativos en el contenido de &cido clorogénico (Tabla 8). Dentro del grupo de los
acidos benzoicos se inhibio al 100% la biosintesis de &cidos vainillico e hidroxibenzoico; el
contenido de &cidos gallico y protocatecuico fue menor en 19 y 45% respectivamente;
mientras que, incrementd el contenido de acido siringico y &cido salicilico en 21 y 82%
respectivamente (Tabla 7). Dentro del grupo de los flavonoides, se observo que el tratamiento

con AS 100 uM redujo significativamente el contenido de estos metabolitos en 28% (Fig. 10).
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De los cuales se inhibid (100%) la biosintesis de epicatequina, CNI 1 y CNI 6; se redujo el
contenido de CNI 2 (32%), rutina (25%), kaempferol (29%), 6-hidroxiflavona (38%) y flavona

(18%), pero incrementd el contenido de catequina (131%), CNI 3 (85%) y CNI 5 (31%) con
respecto al control (Tabla 7).
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Figura 11. Biosintesis acidos fendlicos a partir de la ruta del acido shikimico. PAL

fenilalanina amonio liasa. Las lineas punteadas (----) representan rutas alternativas de
biosintesis.

Lee et al. (2015) reportaron que mientras dosis altas de AS (200-400 uM) inhiben la
acumulacién de &cido clorogeénico, los tratamientos con 50 y 100 UM no muestran cambios en
el contenido de este compuesto en cultivos de raices de Eleutherococcus koreanum. En este
trabajo la aplicacion de AS (100 puM) en U. tomentosa (UtAR-3) no produjo cambios en el
contenido de acido clorogénico. Por lo cual se propone que los efectos del AS sobre el
contenido de éste podrian ser dependientes de las dosis de aplicacion. Con respecto al grupo
de los acidos benzoicos, resultados similares a los del presente trabajo (en U. tomentosa) se
obtuvieron en cultivos hidropdnicos de Matricaria chamomilla. En los cuales la aplicacion de
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AS (50 y 250 pM) redujo el contenido de &cidos protocatecuico, vainillico, hidroxibenzoico y
gentisico; mientras que, el contenido de é&cidos salicilico y siringico incrementaron

significativamente después de 168 horas de aplicacion (Kovacik et al., 2009).

El AS activa la expresion o incremento en la actividad de las enzimas involucradas en
la biosintesis de flavonoides. Algunas de las cuales son la chalcona sintasa (CHS): que cataliza
la formacion de chalcona a partir de la condensacién de la 4-coumaroil-CoA con tres
moléculas de malonil-CoA; la chalcona isomerasa (CHI): que convierte la chalcona a
naringenina (flavanona) y la flavanona 3-hydroxylasa (F3H): que hidroxila flavanonas para
convertirlas en dihidroflavonoles (Campos et al., 2003; Guan et al., 2014). En el presente
trabajo se pudo observar que el tratamiento con AS incremento significativamente el
contenido de catequina probablemente mediante la activacién o biosintesis de la enzima
flavonoide 3 hidroxilasa (F3’H): que cataliza la conversion de flavanonas y dihidroflavonoides

en flavanoles (Fig. 12).
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Figura 12. Rutas de biosintesis de flavonoides. Modificado de Agati et al. (2013). CHS

chalcona sintasa, CHI chalcona isomerasa, F3H flavanona 3 hidroxilasa, F3’H flavonoide 3

hidroxilasa, F3'5"H flavonoide 3-5-hidroxilasa, DFR dehidroflavonoide reductasa, LDOX
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leucoantocianidina  oxigenasa, UFT  flavonoide  3-o-glucosil  transferasa, LAR
leucoantocianidina reductasa y ANR antocianidina reductasa.

Actualmente se conoce poco sobre los mecanismos por los cuales el AS regula la
produccion de compuestos fendlicos en plantas. Sin embargo algunos estudios demostraron
efectos de este compuesto sobre la expresion y actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL)
en plantas. Enzima que convierte la fenilalanina en &cido cinamico y es el punto de inicio de la
biosintesis de compuestos fendlicos (Ahn et al., 2014; Misra et al., 2014); como se muestra en
la figura 11. A pesar de que en el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas
en el contenido total de acidos cinamicos y benzoicos (primeros productos en la ruta de los
fenilpropanoides) y el contenido total de flavonoides fue significativamente menor, se
observaron efectos en la induccion de algunos &cidos fendlicos y flavonoides e inhibicion de
otros (en forma individual). Lo cual demuestra que el &cido salicilico regula, en diferentes

puntos, la biosintesis de fenilpropanoides.

En el tratamiento con BTH (100 uM) no se observaron diferencias significativas en el
contenido total de acidos cinamicos con respecto al control (Fig. 10). Sin embargo, dentro de
este grupo, se indujo mayor contenido de acidos clorogénico (27%), cafeico (61%) y CNI 4
(84 %) pero se inhibié la biosintesis (100%) de acido rosmarinico y &cido trans-cinamico
(Tabla 7). El contenido de acidos benzoicos fue significativamente mayor en 66% (Fig. 10).
De los cuales se inhibi6 la biosintesis (100%) de acidos protocatecuico y vainillico y se redujo
el contenido de acido géllico (29%). Sin embargo este tratamiento incremento
significativamente el contenido de &cidos hidroxibenzoico (40%), siringico (35%) y salicilico
(332%). Ademas incremento significativamente el contenido de flavonoides en 119%. De los
cuales se inhibid la biosintesis de epicatequina (100%) y se redujo el contenido de CNI 2
(58%). Mientras que, el resto de los flavonoides fue significativamente mayor en cantidad con
respecto al control (Fig. 10), destacando el incremento en el contenido de catequina (286%),
CNI 3 (257%), CNI 5 (171%), rutina (718%), kaempferol (110%) y quercetina (422%) con
respecto al control (Tabla 7).

Cabe destacar que en este trabajo el tratamiento con BTH en plantas de U. tomentosa

indujo incrementos en la mayoria de los compuestos fendlicos, principalmente el acido
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salicilico y los flavonoides. En otros trabajos se reporta que el BTH 0.3 mM, en cultivos de
uva, indujo la produccion de polifenoles, particularmente proantocianidinas (Iriti et al., 2005).
En plantas de fresa infectadas por el patégeno causante del oidio, la aplicacion de BTH 1.9
mM incrementé el contenido de &cidos salicilico y gallico; asi como flavan-3oles y derivados
de kaempferol (Hukkanen et al., 2007). Mientras que la aplicacion de BTH 2.3 mM
incremento el contenido de &cido clorogénico, catequina, quercetina y kamepferol en plantas
de fresa (Karlund et al., 2014). EI BTH fue el compuesto que indujo mayor produccion de
compuestos fenolicos y AOM, este efecto podria deberse al efecto acumulativo entre el

compuesto mismo y la induccion de AS enddgeno como producto de la elicitacion.

El AS y sus analogos funcionales (INA y BTH) indujeron cambios en la produccién de
de compuestos fendlicos entre grupos (cindmicos, benzoicos y flavonoides), lo cual demuestra
que cada uno actla a diferentes niveles en la ruta de biosintesis. Esto puede ser por la
disponibilidad de los diferentes precursores asi como la activacion de factores de
transcripcion, en un modelo parecido al propuesto por Kawano y Bouteau (2013) para el AS,

para expresion de enzimas involucradas en la biosintesis de polifenoles.

13. Efectos del AS y sus analogos funcionales en plantas

transformadas de U. tomentosa.

13.1 Respuesta del sistema antioxidante

Se cuantifico, en tallo y hoja, el contenido de perdxido de hidrdgeno, contenido de
ascorbato total y la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y POX) 240 horas después
de la aspersion in vitro. Las plantas transformadas (control) de la linea UtAR-tr4, no
presentaron cambios significativos en el contenido de peroxido de hidrogeno, comparadas con
aquellas no transformadas (UtsAR-3a). Sin embargo, la actividad de las enzimas SOD y POX
se incrementd en 37 y 865% respectivamente y la actividad CAT fue menor en 27% (Fig. 13).
En el trabajo reportado por Nikravesh et al. (2012); la transformacion de Nicotiana tabacum

por A. rhizogenes incremento la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y POX en raices
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transformadas y plantas regeneradas a partir de ellas. Los mismos autores proponen que la

expresion de los genes rol regula los niveles de H.O> mediante el incremento en la actividad

de las enzimas antioxidantes.
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Figura 13. Actividad de las enzimas antioxidantes y el contenido de H2O2 en microplantas de
U. tomentosa después de 240 h de elicitacion con INA, AS y BTH (250 pM).
*Estadisticamente diferentes a Tukey, p<0.01 yn=29.

En plantas transformadas de U. tomentosa sélo el tratamiento con INA 250 pM
disminuyo significativamente el contenido de H202 (34%) comparado con el control UtAR-
tr4 (Fig. 13 D). Sin embargo se observaron cambios en la actividad de enzimas antioxidantes.
Los tratamientos con INA y AS, en plantas transformadas, incrementaron significativamente
la actividad SOD (100 y 101% respectivamente) y CAT (92 y 84% respectivamente) y
disminuyeron la actividad POX (40 y 33% respectivamente) comparados con el control

(UtAR-tr4) como se muestra en la figura 13 (A-C). Mientras que el tratamiento con 250 uM
58





de BTH incrementd significativamente la actividad SOD en 19% y POX en 1237%.

Durante las respuestas a estrés, un sistema dependiente de NADPH oxidasa (donadora
de electrones) cataliza la produccion de O2™" (en el apoplasto) y es la SOD la enzima que
cataliza su conversion a H2O, (Bolwell et al., 2002). En lineas mutantes de Arabidopsis se
registrd una répida activacion de la NADPH oxidasa asociada a la produccion de superoxido
como respuesta a la aplicacion de AS 1 mM (Kalachova et al., 2013). Es importante destacar
que en el presente trabajo la SOD incrementd significativamente con los tres tratamientos
(INA, AS y BTH). Por lo tanto, incrementos en la actividad SOD podrian estar asociados a a
niveles altos de O2™" como una de las principales sefiales de reconocimiento a la elicitacion
por el AS y sus analogos funcionales. A la vez que incrementos en la actividad CAT actuarian

en el control de los niveles de H»05.

Las CAT y POX estan involucradas en la conversion de H2O2 a H2O. La inhibicion de
la actividad POX en las plantas tratadas con INA y AS se asocié con incrementos en la
actividad CAT. Esto podria indicar una mayor concentracion de H2O2 en peroxisomas, ya que
las catalasas se localizan en éstos, en mitocondrias y en glioxisomas. Mientras que, las POX
estan activas en la pared celular, citoplasma, vacuolas y mitocondria (Gechev et al., 2006). Al
contrario, el incremento en la actividad POX en el tratamiento con BTH (54%) podria indicar

niveles altos del H2O> en el citoplasma y la vacuola.

En este trabajo, las microplantas transformadas de U. tomentosa (control) presentaron
significativamente menor contenido de ascorbato total (19%) que en la linea in vitro no
transformada (UtsAR-3a). Los tratamientos con INA, AS y BTH 250 pM en la linea
transformada (UtAR-tr4) indujeron mayor contenido de ascorbato en 32, 39 y 76%,
comparados con el control (Fig. 14). El ascorbato es un componente no enzimatico del sistema
antioxidante que controla los niveles de ERO en citoplasma, cloroplastos, mitocondria,
peroxisomas y apoplasto (mediante el ciclo del ascorbato-glutation y como cofactor de la
APX); regula la fotosintesis, biosintesis de hormonas y regeneracion de otros antioxidantes;
ademas puede estar relacionado con componentes del metabolismo secundario como los
flavonoides (Apostolova et al., 2011; Gallie, 2013). En Cucumis sativus el pre-tratamiento con

BTH 100 uM indujo las respuestas de defensa a Pseudomonas syringae, estimulando cambios
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en el estado redox del ascorbato, cisteina y glutation, asi como la acumulacién de &cido
salicilico y sus conjugados glucosilados (Kuzniaka et al., 2014). Mientras que, en células de
soya la elicitacion con AS (600-800 uM) y BTH (50- 250 uM) indujeron mayor contenido de
ascorbato y glutation de una manera dependiente de las dosis (Knorzer et al., 1999). Kuzniaka
et al. (2014) propusieron que la sefializacion redox basada en la S-tiolacion de las proteinas,
acoplada a &cido salicilico y ascorbato, contribuye a la activacion de la respuesta inducida ante

el estrés oxidativo.
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Figura 14. Contenido de ascorbato total en plantas transformadas de U. tomentosa. 240 h
después de la aspersion con INA, AS y BTH 250 uM. * Estadisticamente diferentes con
respecto al control. LSD,n=9y p <0.05.

10.2 Induccidén del metabolismo secundario

13.2.1 Alcaloides oxinddlicos monoterpénicos

Se cuantifico el contenido de AOM pentaciclicos y tetraciclicos a las 240 horas
después de la elicitacion con INA, AS y BTH (250 uM) y se obtuvo el perfil de compuestos
fendlicos por HPLC. El contenido de AOM pentaciclicos y tetraciclicos en plantas

transformadas fue significativamente menor (73 y 42 % respectivamente) que en plantas no
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transformadas de la linea UtsAR-3a (Fig. 15). Anteriormente se report6 que, la mayoria de las
plantas regeneradas a partir de raices transformadas por A. rhizogenes, presentan mayor
contenido de metabolitos secundarios; como es el caso de reserpina, en Rauwolfia serpentina
(Mehrotra et al., 2013);  geraniol y geranil, en Pelargonium sp (Saxena et al., 2007);
plumbagina, en Plumbago indica (Gangopadhyay et al., 2010) y glicésidos secoiridoides, en
Gentiana cruciata (Hayta et al., 2011). Sin embargo algunos estudios revelan que diferentes
lineas de raices transformadas pueden presentar variaciones en la produccion de metabolitos
secundarios debido, probablemente, a cambios en el estado fisiolégico de las células
transformadas, el sitio de insercion, nimero de copias de T-DNA insertadas y la expresion
diferencial de los genes rol (Christey, 2001; Veena y Taylor, 2007; Chandra, 2011). Cabe
sefialar que las diferencias entre UtsAR-3a y el control del experimento de elicitaciones
anterior son la concentracion de acetona (0.05% vs 0.125%), la linea de microplantas (UtsAR-
3a vs ARUts-3) y las condiciones de cultivo previas al experimento de cada linea (luz continua
vs fotoperiodo).

Los tratamientos con INA, AS y BTH en U. tomentosa transformadas indujeron la
acumulaciéon de AOM pentaciclicos (120, 82 y 123% respectivamente) y tetraciclicos (128, 45
y 54% respectivamente) comparados con el tratamiento control (Fig. 15B). Jumali et al.
(2011a) sugieren que el AS 5 mM podria tener un papel significativo en la induccién del gen
que codifica para la estrictosidina sintasa (involucrada en la biosintesis de AOM) de
Mitragyna speciosa. En plantas de la misma especie, el tratamiento con AS 5 mM indujo la
activacion de los genes sinapil alcohol deshidrogenasa (SAD), cinamil alcohol deshidrogenasa
(CAD) y citocromo P450 (CYT 450) que participan en la biosintesis de fenilpropanoides
(Jumali et al., 2011b). En Artemisia annua, el AS incrementd la concentracion de artemisina
en hojas a través de dos mecanismos: la conversion de acido dihidroartemisinico a artemisina
mediante incrementos en los niveles de ERO y, por otro lado, mediante la regulacion positiva
de los genes 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa y amorfa-4,11-dieno sintasa
involucrados en la biosintesis de sesquiterpenoides (Pu et al., 2009). En cultivos de raices
transformadas de Hyoscyamus muticus, el AS 4 uM increment6 la produccion de solavetivona,

un sesquiterpeno (Mehmetoglu y Curtis, 1997). Por la analogia funcional del AS con INA 'y
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BTH en la activacion de la defensa frente a infeccion por patdgenos y el efecto que tuvieron
en la produccion de AOM, se propone que la aplicacion exogena de AS, INA y BTH podria

regular la expresion y actividad de enzimas involucradas en la biosintesis de AOM.
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Figura 15. Contenido de alcaloides oxinddlicos totales (A) y por grupo (B) en plantas
transformadas de U. tomentosa. 240 h después de la aspersion con INA, AS y BTH 250 uM. *
Estadisticamente diferentes con respecto al control. LSD, n=9 y p < 0.05.

13.2.2 Compuestos fenolicos

Se obtuvo el perfil de compuestos fendlicos de muestras hidrolizadas de cada
tratamiento mediante el método (HPLC) reportado por Pavei et al. (2010). Se identifico cada
uno de los picos de los cromatogramas de acuerdo con el tiempo de retencién y su espectro
UV. Los compuestos fendlicos presentes en los extractos se organizaron en tres grupos: acidos
cinamicos (clorogeénico, cafeico, trans-cinamico y CNI 3), acidos benzoicos (gallico,
protocatecuico, vainillico y salicilico) y flavonoides (catequina, epicatequina, rutina,
kaempferol, quercetina, 6-hidroxiflavona, flavona, CNI 1, CNI 2, CNI 4 y CNI 5). Los
compuestos no identificados (CNI) se clasificaron de acuerdo con la forma de su espectro

dentro de los grupos correspondientes (Tabla 7).
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Las plantas tranformadas controles presentaron significativamente menor contenido de
acidos cinamicos (21%) y significativamente mayor contenido de acidos benzoicos (829%) y
flavonoides (39%) comparado con las plantas no transformadas de la linea UtsAR-3a (Fig.
16).

Tabla 8. Tiempos de retencion de los compuestos fendlicos de U. tomentosa transformadas y
elicitadas.

Pico Tiempo de

retencion Grupo Compuesto
#) (min)
1 4.03 Acidos benzoicos Acido gallico
2 5.73 Acidos benzoicos Acido protocatecuico
3 6.13 Flavonoides Catequina
4 7.12 Flavonoides Epicatequina
5 7.55 Acidos cinamicos Acido clorogénico
6 9.17 Acidos cinamicos Acido cafeico
7 9.83 Acidos benzoicos Acido vainillico
8 11.01 Flavonoides CNI1
9 11.12 Acidos cinamicos Acido cinamico
10 12.69 Flavonoides CNI 2
11 13.73 Acidos cinamicos CNI 3
12 15.41 Flavonoides CNI 4
13 15.84 Acidos benzoicos Acido salicilico
14 18.88 Flavonoides Rutina
15 19.41 Flavonoides CNI5
16 20.19 Flavonoides Kaempherol
17 23.33 Flavonoides Quercetina
18 26.29 Flavonoides 6-Hidroxiflavona
19 28.21 Flavonoides Flavona

Anadlisis por HPLC posterior a la hidrdlisis alcalina de cada muestra. CNI: compuesto no identificado.
Tratamientos: INA, ASy BTH (100 uM).

El INA y el AS incrementaron el contenido de &cidos cinamicos en 63 y 634%
respectivamente (Fig. 16). Mientras que el BTH redujo el contenido de acidos cindmicos en
74%. Dentro de este grupo el AS incrementd significativamente el contenido de é&cido
clorogénico (652% veces) y cafeico (1670%) en las plantas elicitadas (Tabla 9). Las muestras

63





tratadas con INA tuvieron menor contenido de acido t-cinamico (30%). Mientras que todos
los tratamientos indujeron la biosintesis del compuesto NI3 (de 0.0 a > 20.52 pg.g* PS), el
cual no se encontrd en las muestras control (Tabla 9). De acuerdo con la figura 11, la
aplicacion de AS influyo en la transformacion de &cido t-cinamico a acido cafeico y &cido
clorogénico. EI compuesto CNI 3 podria ser acido quinico, ya que éste se forma a partir de
acido t-cinamico (Petersen et al., 2009) y tanto su espectro como el tiempo de retencion en el
cromatograma no corresponden a los del acido ferulico o acido sinapico, derivados también

del acido t-cinamico.
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Figura 16. Contenido compuestos fendlicos (por grupo) en plantas transformadas de U.

tomentosa. 240 h después de la elicitacion con INA, AS y BTH (250 uM). *Diferentes
significativamente con respecto al control, Tukey, n=9 y p<0.05.
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Tabla 9. Contenido de &cidos cinamicos en plantas de U. tomentosa transformadas y
elicitadas con INA, AS y BTH 250 pM.

Ac. Clorogénico Ac. Cafeico Ac. T-cindmico NI3
Tratamientos  (ug g™ PS) (Mg g™ PS) (Mg g* PS) (Mg g* PS)
UtsAR-3a 40.24 £0.44 42.61 £4.14 0.00 £0.00 * 29.95 £0.09 *
Control 36.92 +£1.68 20.11 +£0.13 32.25 £0.20 0.00 +£0.00
INA 22.94 +0.32* 41.60 +1.86* 2269 +0.21 * 5852 +540 *
AS 277.73 £19.87 * 357.25 +£11.08 * 0.00 £0.00 * 20.52 £0.08 *
BTH 0.00 +0.00* 0.00 +0.00* 0.00 £0.00 * 2293 +042 *

* Estadisticamente diferentes a p<0.05, n =9, Tukey. Parametros evaluados a las 240 h de aspersion in
vitro.

El tratamiento con INA redujo significativamente el contenido de &cidos benzoicos en
34% (Fig. 16). Sin embargo, de este grupo, el contenido de é&cidos gallico (34%),
protocatecuico (22 pg g PS) y vainillico (28.2%) fue significativamente mayor y el contenido
de acido salicilico fue menor en 44% con respecto al control (Tabla 10). EI AS y el BTH
incrementaron el contenido de &cidos benzoicos (264 y 19 % respectivamente). De este grupo,
el AS y el BTH indujeron la biosintesis de acido salicilico endogeno (292 y 29%
respectivamente); pero inhibieron la produccion de écido vainillico (de 23 a 0.0 pg g* PS). El
BTH ademas inhibio la biosintesis de acido gallico de 22 a 0.0 pug g PS (Tabla 10). Los
incrementos en el contenido de acido salicilico estuvieron asociados con la inhibicion del
acido protocatecuico en los tratamientos control, AS y BTH y viceversa en el tratamiento con
INA. En la figura 11 se puede observar que los acidos benzoicos: salicilico y protocatecuico
compiten por el precursor acido t-cindmico, mientras que la formacion del acido vainillico
depende en parte de la interconversion de acido protoctecuico a acido vainillico. El &cido
géllico puede formarse mediante diferentes rutas, sin embargo la principal ruta de formacion
de este compuesto es a partir del 5-dehidroshikimato (Werner et al., 2004). Por lo tanto se
propone que el AS y BTH inducen la acumulacion de AS mediante la activacion de la ruta de
biosintesis de acidos benzoicos a partir del precursor acido t-cindmico y que la produccion de
acido vainillico depende en parte de la biosintesis de acido protocatecuico. El hecho de que el

control presenta acido vainillico pero no &cido protocatecuico podria deberse a que el acido
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vainillico se puede biosintetizar a partir de otros precursores como el glucésido p-
hidroxibenzil alcohol (Fock-Bastide et al., 2014).

Tabla 10. Contenido de acidos benzoicos en plantas de U. tomentosa transformadas y
elicitadas con INA, ASy BTH 250 uM

Ac.

. Ac. Gallico . Ac. Vainillico Ac. Salicilico

Tratamiento Protocatecuico
(Mg g* PS) (Hg g* PS) (Hg g* PS) (Mg g* PS)

UtsAR-3a 22.03 +1.12 0.00 £0.00 0.00 £0.00* 36.25 + 4.39*
Control 21.98 +0.02 0.00 £0.00 22.69 +0.03 497.0 £28.93
INA 29.38 +1.12 2183 +0.44* 29.09 +2.14* 279.21 £12.69*
AS 2344 +0.49* 0.00 £0.00 0.00 £0.00* 1951.23 +£24.97*
BTH 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00 £0.00* 642.45 £12.84*

Promedio de tres repeticiones del experimento + EE. * Estadisticamente diferentes a p < 0.05, n =9,
Tukey. Pardmetros evaluados a las 240 h de aspersion in vitro.

La elicitacion con INA y AS (250 puM) indujo incrementos en el contenido de
flavonoides en 22 y 72% respectivamente (Fig. 16). De los cuales, el tratamiento con INA
incremento significativamente el contenido de catequina, epicatequina, rutina y CNI 4 (50, 48,
245 y 682% respectivamente) y redujo el contenido de CNI 1 (64%) como se observa en la
tabla 11. EI AS indujo la produccion de CNI 2, quercetina y kaempferol (353, 150 y 110%
respectivamente) y redujo el contenido de CNI 1, 6-hidroxiflavona y flavona (57, 27 y 26%
respectivamente). EI BTH indujo la acumulacion de quercetina (131%) y redujo el contenido
de epicatequina (de 28.11 a 0.0 pg g PS), CNI 1(83%), 6-hidroxiflavona (51%) y flavona de
31.08 a 0.0 pug g PS (Tabla 11). El INA y el BTH podrian incrementar la actividad o
biosintesis de la enzima F3’H (flavonoide 3-hidroxilasa) para inducir la produccion de
catequina y epicatequina. Mientras que, el AS y el BTH podrian inducir a la actividad o
biosintesis de la enzima F3’5’H (flavonoide 3-5-hidroxilasa) para la produccion de 6-

hidroxiflavona y flavona (Fig. 12).
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Tabla 11. Contenido de flavonoides en plantas de U. tomentosa transformadas y elicitadas

con INA, ASy BTH 250 pM.

Tratamiento Catequina Epicatequina Flavona Kaempferol
(Mg g* PS) (Mg g* PS) (Mg g* PS) (Mg g* PS)
UtsAR-3a 22.72 +0.47 22.86 +0.06 20.42 +0.84 45.15 +3.99
Control 22.97 £0.90 28.11 +0.12 31.08 +0.95 4557 +141
INA 3447 +042 * 4155 +0.63 30.11 +£0.91 50.86 +2.35
AS 25.21 +0.26 29.23 +0.78 22.87 +0.63 95.67 +1.66
BTH 20.32 +0.17 0.00 £0.00 0.00 +0.00 51.37 +1.45
Quercetina Rutina 6-hidroxiflavona NI1
(Mg g™ PS) (Mg g™ PS) (Mg g™ PS) (Mg g™ PS)
UtAR-3 4571 +347 * 142,75 +17.85 29.41 +5.60 23.79 +0.56
Control 167.12 +9.86 22.84 +0.11 46.30 £0.32 126.90 +1.88
INA 116.93 +2.61 78.82 +4.03 45.83 +1.67 46.06 +1.00
AS 418.47 £175 * 41.14 +2.14 33.77 £0.44 54.01 +3.55
BTH 385.38 +17.7 * 59.48 +1.56 22.70 £0.06 20.97 +0.27
NI2 NI4 NI5
(Mg g™ PS) (Mg g PS) (Mg g™ PS)
UtsAR-3a 42.37 +3.45 22.68 +0.41 25.55 +0.78
Control 59.69 +1.66 31.01 +0.89 34.04 +2.15
INA 35.06 +0.02 242.81 +3.26 30.64 +0.28
AS 270.17 £26.0 * 30.04 +0.50 41.77 £0.72
BTH 0.00 £0.00 * 2559 +0.16 26.50 +0.20

Cuantificacion a las 240 h después de la aspersion in vitro. Promedio de tres repeticiones del
experimento +tEE. * Estadisticamente diferentes a p<0.05, n =9, Tukey.

El contenido de flavonoides estuvo directamente relacionado con el contenido de H20:

y la actividad CAT. Mientras la actividad POX se relacioné inversamente con el contenido de

éstos. Las catalasas se distinguen de otras enzimas antioxidantes en que no requieren de un

reductor, ya que catalizan una reaccion de dismutacion, poseen alta especificidad a H202 y

poca actividad ante peroxidos organicos (Mhamdi et al., 2010); por ello, los niveles en la

actividad de estas enzimas incrementa automaticamente con el H>O». Mientras que, las

peroxidasas catalizan la oxidacion de diferentes sustratos, incluyendo compuestos fendlicos

(Siegel, 1993) y participan en la activacion de otros procesos como el control del desarrollo
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vegetal y metabolismo de la pared celular (Jouili et al., 2011). En este trabajo se observo que
en las plantas de U. tomentosa trasformadas el contenido de flavonoides (Fig 16) fue
significativamente mayor con los tratamientos INA y AS pero la actividad POX (Fig. 13) fue
significativamente menor en estos tratamientos. El incremento en el contenido de H2O> se
podria explicar a partir de la inhibicion de las POX, sin embargo este incremento indujo la
produccion de otros compuestos con alta capacidad antioxidante como son los flavonoides

para contribuir al equilibrio en el estado antioxidante de la planta y reducir dafios por ERO.

XI. CONCLUSIONES

El &cido salicilico tiene efectos a largo plazo, dependientes de las concentraciones aplicadas y
tiempo de recuperacion post-tratamiento, en el crecimiento y desarrollo de cultivos in vitro de U.
tomentosa. El efecto del AS en 0.1 y 1 uM de AS en la induccion de la elongacion del tallo es
dependiente de la presencia del compuesto (45 dias de crecimiento en medio con AS). Mientras que, la
concentracion 100 puM inhibe la elongacion de la planta, la supervivencia y la formacion de raices
después de 75 dias del transplante a un medio de cultivo sin AS. Este efecto a largo plazo (en la
concentracion 100 uM) se relaciona con menor actividad de las enzimas SOD y CAT y aumento en los
niveles de H.O,. Aunqgue los tratamientos con 0.1 y 1 no mostraron efectos significativos en el control
del crecimiento, las concentraciones 1 y 100 UM inducen la acumulacién de AOM totales y
compuestos fendlicos totales. Parametros asociados con mayor contenido de H,O, y menor actividad
SOD.

El AS y sus anélogos funcionales INA y BTH (100uM), aplicados por aspersion, tienen la
capacidad de activar componentes del sistema antioxidante; al amplificar la actividad SOD e inhibir la
actividad de las enzimas CAT y POX. El BTH tiene efectos directos en el contenido de AOM
pentaciclicos, &cidos benzoicos y flavonoides con incrementos significativos; mientras que el INA
aumenta el contenido de acidos cindmicos y el AS enddgeno. En contraste a los pre-tratamientos, la
aspersion de AS en concentracién 100uM no promueve la produccion de metabolitos secundarios en

U. tomentosa.
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La elicitacion con INA, AS y BTH (250uM) en pléntulas de U. tomentosa transformadas por
A. rhizogenes se refleja en mayor acumulacion de AOM pentaciclicos, AOM tetraciclicos y ascorbato.
INA y AS aumentaron la actividad SOD y CAT y disminuyeron la actividad POX. Mientras el BTH
incrementa la actividad SOD y POX pero disminuye la actividad CAT. Estos cambios se reflejan en los
niveles de H,0; y la produccidn significativa de compuestos fendlicos. Siendo INA y AS los que

aventajan en la produccion de éstos.

La acumulacion diferencial de metabolitos secundarios inducida por INA, AS y BTH, asociada
a los cambios en la actividad SOD, POX y CAT vy el contenido de H2O-, refleja su efecto en la

activacion de la biosintesis de metabolitos y su relacion con el sistema antioxidante.
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XI. ANEXOS

14. Caracteristicas y propiedades del acido salicilico

El acido salicilico es un compuesto fendlico que posee un anillo aromatico con un
grupo hidroxilo o su derivado funcional. En estado libre, el AS se encuentra como polvo
cristalino; su punto de fusion es de 157-159°C y pH 2.4. En las plantas se encuetra en forma
libre, glicosilada, metilada, conjugados aminoacidos o esteres de glucosa (Lee et al., 1995)
regularmente en cantidades en rangos de pg por gramo de tejido fresco (hoja, raiz, tallo, fruto,

etc).

15. Datos quimicos del &cido salicilico y sus analogos funcionales

Tabla 12. Datos quimicos del acido salicilico y sus analogos funcionales.

Compuesto Abreviatura  Sinénimo Formula Peso
molecular molecular

- . Acido 2-
Acido salicilico AS hidroxibenzoico C7Hs03 138.12

. 2,6-
Acido26- s dicloropiridina-4- CsH3CI,NO2  192.00
dicloroisonicotinico T

carboxilico

S-Metil-1,2,3-
benzot_ladlazol-7- BTH AC|t_)enzoIar-S- CeHeN,0S,  210.28
carbotioato metil
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16. Espectros de absorcion de algunos compuestos fendlicos de U.

tomentosa
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Figura 17. Espectros de absorcion UV A: INA, B: AS, C: acido géllico, D: acido p-
hidroxibenzoico, E: flavona y F: kaempferol. Time: tiempo de retencion del pico en el
cromatograma obtenido por HPLC.
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17. Cromatograma del perfil de alcaloides en U. tomentosa
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Figura 18. Perfil de AOM de una muestra de hoja de U. tomentosa. 1: especiofilina/uncarina
F, 2: mitrafilina, 3: isomitrafilina, 4: isorincofilina 5: isopteropodina y 6: rincofilina
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Abstract

Objective To obtain micro propagated Uncaria
tomentosa plantlets with enhanced secondary metabo-
lites production, long-term responses to salicylic acid
(SA) pre-treatments at 1 and 100 uM were evaluated
after propagation of the plantlets in a SA-free medium.
Results  SA pre-treatments of single node cuttings
OF U. tomentosa produced long-term responses in
microplants grown for 75 days in a SA-free medium.
Reduction in survival rate, root formation, and stem
elongation were observed only with 100 pM SA pre-
treatments with respect to the control (0 + DMSO).
Both pre-treatments enhanced H,O, and inhibited
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superoxide dismutase and catalase activities, while
guaiacol peroxidase was increased only with 1 uM
SA. Also, both pre-treatments increased total monoter-
penoid oxindole alkaloids by ca. 55 % (16.5 mg g~
DW), including isopteropodine, speciophylline, mit-
raphylline, isomitraphylline, rhynchopylline, and
isorhynchopylline; and flavonoids by ca. 21 %
(914 pg g~ ' DW), whereas phenolic compounds were
increased 80 % (599 ug g~ ' DW)at 1 uM and 8.2 %
(359 pg g~ ' DW) at 100 uM SA.

Conclusion Pre-treatment with 1 puM SA of
U.tomentosa microplants preserved the survival rate
and increased oxindole alkaloids, flavonoids, and
phenolic compounds in correlation with H,O, and
peroxidase activity enhancements, offering biotech-
nological advantages over non-treated microplants.

Keywords Antioxidant enzymes - Long-term
response - Monoterpenoid oxindole alkaloids -
Phenolic compounds - Salicylic acid - Uncaria
tomentosa

Introduction

Uncaria tomentosa Rubiaceae, known as cat’s claw,
has raised considerable scientific interest due to the
pharmacological effects of its secondary metabolites
(Heitzman et al. 2005). These are mainly monoter-
penoid oxindole alkaloids (MOA) with immunomod-
ulatory, cytotoxic, anti-AIDS, antileukemic, and anti-
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Alzheimerproperties (Laus et al. 1997; Winkler et al.
2004; Fu et al. 2014), as well as polyphenols with
potent ability to scavenge free radicals (Desmarchelier
et al. 1997).

Uncaria tomentosais a woody vine found in
tropical forests with a low rate of natural regeneration.
The current supply of cat’s claw for international
markets comes mostly from wild plants, putting
conservation of the species in danger. Micropropaga-
tion is an attractive method to select, multiply and
conserve critical genotypes or elite plants and a
sustainable alternative for U. tomentosa alkaloid
production (Luna-Palencia et al. 2013).

Oxidative stress conditions can induce MOA pro-
duction in U. tomentosa cell and root cultures (Huerta-
Heredia et al. 2009). Moreover, continuous light
treatments and micropropagation increase MOA pro-
duction in in vitro plantlets (Luna-Palencia et al.
2013). Thus, a putative role of MOA as antioxidant
plant protectors was suggested (Huerta-Heredia et al.
2009).

Salicylic acid (SA) is a phenolic plant hormone that
regulates physiological processes such as seed germi-
nation and vegetative growth, among others: It plays a
key role in various defense-triggered signaling path-
ways during systemic acquired resistance, hypersen-
sitive response (HR), and cell death not associated
with HR (Raskin 1992).SA binds to and inhibits two
distinct H,O,-detoxifying enzymes—catalase and
ascorbate peroxidase—leading to the generation of a
signal transduction pathway as the result of reactive
oxygen species (ROS) accumulation (Chen et al. 1993;
Durner and Klessig 1995, 1996).Exogenous applica-
tion of SA can stimulate the biosynthesis of certain
secondary metabolites such as phenolic compounds
and alkaloids through the generation of ROS (Dong
et al. 2010; El-Sayed and Verpoorte 2004). SA can
also produce long-term protection against abiotic
stress or pathogen attack through regulation of H,O,,
as well as the antioxidant responses (Sanchez-Rojo
et al. 2011). However, the long-term effects of SA on
the production of secondary metabolites in the stock
plants for propagation have been little investigated. In
the present work, we have examined the long-term
responses on growth as well as production of alkaloids
and polyphenols in SA pre-treated U. tomentosa
microplants and its relation with the H,O, content
and antioxidant enzyme activities.

@ Springer

Materials and methods
Plant material

Uncaria tomentosa (Willd.) DCmicroplants were
induced from internodal stem explants (1-1.6 cm) of
in vitro ARUts-3 seedlings (Plant Cell Biotechnology
Laboratory, Cinvestav) as described by Luna-Palencia
et al. (2013). They were grown in glass vessels with
25 ml of U. tomentosa propagation medium (Utp),
which is a Murashige-Skoog basal medium supple-
mented with 2 % (w/v) sucrose and 2 gGelriter1 at
pH 5.8 with indole acetic acid at 2.8 uM. Cultures
were incubated for 60 days at 25 + 2 °C under long-
day photoperiod (16 hlight of 12 pmolm s~ ' and 8 h
dark) conditions.

Salicylic acid pre-treatments and recovery

Single node cuttings of U. fomentosa microplants were
cultured in sterilized glass vessels containing 25 ml
Utp medium with 1 or 100 pMSA (15 single node
cuttings per treatment). SA was dissolved in DMSO
and then diluted with sterile water to yield a 0.03 %
DMSO solution, which was included as the control
(0 + DMSO). The cultures were incubated for
45 days at 25 £ 2 °C under long-day photoperiod
conditions. The roots were cut and the shoots were
transferred into a SA-free Utp medium and cultured
for 75 days (recovery period) under in vitro conditions
as described above.

Long-term effects of SA on growth
and development

Survival rate percentage (%) was evaluated by calcu-
lating the average of recovered microplants. Average
of root formation, total number of shoots and nodes
from the recovery plantlets were quantified. The
length of stems and roots were measured with a digital
vernier.

Quantification of foliar H,O,

Leaf and stem tissues (0.3 g) were frozen and ground
with liquid N, and then homogenized in 1.5 ml
trichloroacetic acid 0.1 % (w/v). Samples were cen-
trifuged at 18,000 x g for 7 minat4 °C. The supernatants
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were used for measuring H,O,. The reaction mixtures
consisted of 0.5 ml supernatant, 1 ml 1 M KIand 0.5 ml
phosphate buffer 10 mM pH 7 (Huerta-Heredia et al.
2009). Absorbance was measured at 390 nm for deter-
mining H,O, concentration, which was calculated using
a standard curve from 0 to 0.54 pmol.

Antioxidant activity of recovered microplants
Protein extractions

Leaf and stem tissues (0.2 g) of microplants were
crushed into a fine powder in liquid N, using a mortar
and pestle. Proteins were extracted by homogenizing
the powder with 1.2 ml of 50 mM potassium phos-
phate buffer (pH 7.2) containing 5 mM DTT, 1 mM
EDTA and 1 % (w/v) PVP followed by centrifugation
at 18,000x g for 15 min at 4 °C. The protein content
was quantified by the Petersons (1977) spectrophoto-
metric method.

SOD activity assay

The reaction mixture was composed of 1.3 uM
riboflavin, 13 mM methionine, 63 uM Nitroblue
Tetrazolium, 50 mM sodium carbonate (pH 10.2),
and 30 pl protein extract. Distilled H,O was added to
bring to make 3 ml. The reaction rate was determined
as the increase of absorbance at 560 nm during 3 min
in intervals of 30 s. SOD activity was determined
directly from the V/v ratio according to the equation:
U/ml = [(V/v)™'] (dilution factor); where V and v
represent the rate of the assay reaction in absence and
in presence of the protein extract, respectively (Gian-
nopolitis and Ries 1977). Results were expressed in

SOD units as nmolmin ™.

CAT activity assay

Catalase activity was determined in a total reaction
mixture (3 ml) containing 30 pl protein extract and
30 mM H,0, in 50 mM sodium/potassium phosphate
buffer (pH 7.0). The reaction was initiated by H,O,
addition and followed by the absorbance decrease at
240 nm every 30 s for 3 min at 22 °C(Aebi 1984).0One
CAT activity unit is defined as the amount of enzyme
catalyzing the decomposition of 1 pmol H,O, per
minute calculated from its extinction coefficient

€240 = 39.4 mM 'em ™.

Peroxidase activity assay

Peroxidase (POX) activity was spectroscopically
evaluated by following the oxidation of guaiacol using
the extinction coefficient €470 = 26.6 mM 'em ™' for
tetraguaiacol according to Sanchez-Rojo et al. (2011).
The total reaction mixture (3 ml) contained 50 mM
sodium phosphate (pH 7.0), 3.33 mM guaiacol, and
4 mM H,0,. The reaction was initiated by the addition
of 30 pl of protein extract. Progress of the reaction was
measured directly by the increment in absorbance at
470 nm at 30 s intervals for 3 min at 22 °C.

Determination of total phenolic and flavonoid content

Randomly selected microplants were washed and
frozen with liquid N,. Dried aerial parts (0.15 g) were
powdered with mortar and pestle and 0.7 ml of a
mixture of methanol and 10 % acetic acid in de-
ionized water (85/15, v/v). Samples were sonicated for
30 min and centrifuged at 18,000xg for 15 min.
Supernatant was recovered and the residue was
subjected to a second extraction as described above.
Both clear supernatants were pooled and filtered
through Whatman paper No.1. Quantification of total
phenolic compounds was performed according to the
Folin-Ciocalteu method (Singleton and Rossi 1965).
Concentration of polyphenols was expressed in cate-
chin equivalents (ug g~' DW).Supernatants from
phenolic extracts reacted with aluminum chloride for
total flavonoid determination as described by Chang
et al. (2002).The reaction mixture consisted of 0.5 ml
supernatant mixed with 1.5 ml of 95 % ethanol,
0.1 ml 10 % aluminum chloride (w/v), 0.1 ml 1 M
potassium acetate and 2.8 ml distilled water. After
30 min at room temperature, the absorbance of there
action mixture was measured at 415 nm. Rutin
0-100 pg was used to make the calibration curve.

Alkaloid extraction and quantitation

Leaves and stems (0.3 g) were frozen in liquid N,
macerated and sonically extracted with 5 % (v/v)
hydrochloric acid. The homogenized samples were
centrifuged. Alkaloids from the acid-solutions were
partitioned with chloroform after pH adjustment to
8-9. The organic layers were evaporated to dryness
under vacuum. The residues were dissolved in a 9:11
mixture of acetonitrile/10 mM phosphate buffer at pH
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7. The solutions were filtered through 0.45 pm nylon
membranes and injected (20 pl) into an HPLC with a
photodiode array detector and equipped with a
reversed-phase C18 column (Waters Spherisorb
5 um ODS2 of 250 x 4.6 mm i.d.). Elution was with
acetonitrile/10 mM phosphate buffer (9:11, v/v) at
0.7 ml min~". Detection was at 244 nm acquiring the
spectra from 190 to 400 nm. The alkaloid peaks were
identified and quantified according with Luna-Palen-
cia et al. (2013) by comparison of the UV curves and
retention times of the pentacyclic MOA specio-
phylline (20.8), mitraphylline (23.8 min) isomitra-
phylline (28.5 min), and isopteropodine (47.7 min) and
the tetracyclic MOA isorhynchophylline (37.9 min)
and rhynchophylline (64.1 min). All measured param-
eters were assayed in triplicate.

Results and discussion

Effect of SA pre-treatments on stem growth
and development

Growth and development parameters of U. fomentosa
plantlets were evaluated after 1 and 100 pM SA pre-
treatments followed by 75-day recovery in a SA-free
medium. Pre-treatment with 100 uM SA reduced by
37 % the survival rate compared to the controls (0 and
0 + DMSO). Likewise, stem elongation was sup-
pressed by 36 % compared to both controls (Table 1).
No significant changes in the survival rate (9 %) and a
slight reduction in elongation (13 %) occurred at the
low SA concentration (1 utM). Some authors propose
that the lignin content and presence of phenolic
compounds could potentially contribute to growth

inhibition through a genetic network, enabling plants
to regulate dynamic interactions between SA, JA, and
ROS (Denness et al. 2011; Gallego-Giraldo et al.
2011).

Development of U. tomentosa microplants was
estimated by counting the number of shoots and nodes.
Neither 1 pMn or 100 tMSA doses provoked changes
in these architectural features (Table 1). Some
researchers report that exogenous applications of SA
are generally involved in plant morphological defects
such as altered leaf shape, reduced height and sponta-
neous cell death (Vanacker et al. 2001). Although
salicylic acid at the highest concentration (100 pM)
provoked no changes in the U. tomentosa microplants
development, this treatment had a long-term effect on
percentage survival rate and growth inhibition. There-
fore, in vitro vegetative multiplication of U. tomentosa
plantlets from shoots or nodal segments as described by
Luna-Palencia et al. (2013) could be successfully
performed with 1 tMSA pre-treatment.

SA on H,0, production in pre-treated microplants

Salicylic acid pre-treatments at 1 and 100 pM
enhanced H,0, content by 25.8 and 22.6 %, respec-
tively (Fig. 1) in relation to the control microplants
(0 + DMSO).SA (3 mM) enhanced H,O, content in
Oryza sativa pre-treated plants (Chao et al. 2010),
while SA concentration 0.5 to 5 mM was adequate in
soybean cell suspension cultures (Shirasu et al. 1997).
Furthermore, DMSO used as a diluent agent of SA had
by itself an important effect as oxidative stress
protectant, reducing H,O, content by 40 % compared
to the control O (Fig. 1). DMSO is proposed to be a
radical oxygen scavenger (Yu and Quinn 1994).

Table 1 Long-term effect of 1 and 100 ptMSA pre-treatments on the viability, growth, and development of U. fomentosa

microplants

SA (UM) Survival rate (%) Stemlength (cm) Shoots (total) Nodes (total)
0 95+ 39 62.1 £22 3.8+0.8 63 +04

0 + DMSO 95+ 39 614+ 26 394+08 6.5+ 04

1 86 + 5.7 53.5 + 1.8% 22+ 1 6.9 +0.3
100 59.7 + 3.9% 39.2 + 1.7% 324+08 5.8+03

Effect of SA pre-treatment (45 days) followed by a recovery period (75 days) free of SA. Values are the mean of three

replicates + s.e

* Significantly different from control 0 + DMSO (Tukey, P < 0.05, n = 9). Control O indicates treatments without DMSO. All

concentrations of SAcontain 0.03 % DMSO
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Fig. 1 H,0, content in U. fomentosa microplants after 45 days
of pre-treatment with SA followed by a recovery period
(75 days) free of SA. Values are the mean of three repli-
cates + s.e. *Significantly different from control 0 + DMSO
(Tukey, P <0.05, n=29). Control 0 indicates treatments
without DMSO

Although in the present work DMSO was used in small
quantities as a diluent agent of SA, it could still have a
protectant effect.

SA pre-treatments on root development
and antioxidant enzyme activities

Pre-treatment with 100 pM SA inhibited root forma-
tion by 37 % compared to control 0 + DMSO after
the recovery period, while the long-term response of
1 uM SA lacked this effect (Table 2). Root lengths
after both SA pre-treatments were not significantly
different compared with controls (Table 2).Pre-treat-
ments with 1 and 100 pM SA decreased SOD activity
by 30 and 32 %, and CAT activity by 7.7 and 32 %,
respectively, compared with the control 0 + DMSO
(Table 3). In plants of Brassica napus plants exposed
to the herbicide, napropamide, and treated with

Table 2 Long-term effect of 1 and 100 pM SA pre-treatments
on the root formation and growth of U. tomentosa microplants

SA (UM) Root formation (%) Root length (mm)
0 684 + 3.1 224 + 8.1

0 + DMSO 61.1 £ 3.1 26 +9

1 71.1 £9.0 31.7 £33

100 38.3 £ 3.1* 214 £ 74

Effect of SA pre-treatment (45 days) followed by a recovery
period (75 days) free of SA. Values are the mean of three
replicates =+ s.e.

* Significantly different from control 0 + DMSO (Tukey,

P < 0.05, n = 10-15). Control 0 indicates treatments without
DMSO. All concentrations of SA contain 0.03 % DMSO

100 uM SA, had decreased activities of SOD, CAT
and ascorbate peroxidase while POX and glutathione-
S-transferase activities increased (Cui et al. 2010).

Since SOD and CAT are involved in O* ~ and H,0,
scavenging (Redinbaugh et al. 1990), the inhibition of
these enzymes in SA pre-treated plants could be
inducing the accumulation of ROS. As occurred in U.
tomentosa pre-treated plants, discrete increase of
H,O, concentrations take place (Fig. 1) according to
that reported for tobacco plants (Chen et al. 1993).

Peroxidases can be involved in generation or inter-
conversion of ROS. Both O™ and H,0, are substrates
of peroxidases and they also can be produced by these
enzymes (Dunand et al. 2007). ROS controls plant
development through their role in maintaining root
meristem activity and regulating cell growth and
differentiation (Foreman et al. 2003; Tsukagoshi et al.
2010). In the present work, 0.03 % DMSO inhibited the
activity of antioxidant enzymes, SOD and POX, by 40
and 21 %, respectively, while inducing CAT activity by
23 %. Changes in POX activity in 100 pM SA pre-
treated microplants were not significant compared with
control (0 + DMSO). However, pre-treated micro-
plants with 1 uM SA showed an increase in POX
activity by 70 %. Therefore, low SA doses (1 pM) could
induce redox imbalance by increasing POX activity and
levels of other non-enzymatic antioxidants during cell
growth and root differentiation. Dunand et al. (2007)
reported the role of peroxidases in the modulation of
ROS balance between cell proliferation zone and cell
elongation zone and its implication in root growth
regulation. H,O, appears to be involved in growth
restriction and root hair formation, by contrast, 0¥
seems to be necessary for root elongation (Tsukagoshi
et al. 2010).

Long-term effects of SA on secondary metabolism
production

In U. tomentosa microplants, the degree of induction
of polyphenol compounds by SA pre-treatments was
dose-dependent. Low SA concentration (1 pM)
increased the total phenolic compounds by 80 %
compared to the control 0 + DMSO (331.9 pug g™’
DW), after 75 days of recovery into the SA-free Utp
medium. Nevertheless, pre-treatment with 100 uM
SA increased the total phenol production by only
8.2 % (Fig. 2a). In Salvia miltiorrhiza cell cultures,
phenolic compounds were increased when SA
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Table 3 Long-term effect of 1 and 100 uM SA pre-treatments on superoxide dismutase, peroxidase and catalase activity of U.

tomentosa microplants

SA (uM) SOD (Umgfl protein) CAT (Umf{l protein) POX (Umg{I protein)
0 0.663 £ 0.005* 2.641 £ 0.057* 0.237 £ 0.003*

0 + DMSO 0.373 £ 0.022 3.245 + 0.137 0.187 £ 0.012

1 0.26 + 0.003* 2.996 + 0.102* 0.317 £ 0.042*

100 0.253 £ 0.003* 2.199 + 0.218* 0.171 £ 0.016

Effect of SA pre-treatment (45 days) followed by a recovery period (75 days) free of SA. Values are the mean of three

replicates =+ s.e.

* Significantly different from control 0 + DMSO (Tukey, P < 0.05, n = 10-15). Control 0 indicates treatments without DMSO. All

concentrations of SA contain 0.03 % DMSO
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Fig. 2 Effect of SA pre-treatment (45 days) followed by a
recovery period (75 days) free of SA on a total phenolic
compounds, b total flavonoids, and ¢ total MOA contents in U.
tomentosa microplants. Values are the mean of three repli-
cates * s.e. *Significantly different from control 0 + DMSO
(Tukey, P <0.05, n=9). Control O indicates treatments
without DMSO

* *
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Salicylic acid [pM]

(45.2-162.9 mg 1™") was applied to cell cultures and
this accumulation was dependent upon the application
dosage and the time-exposure (Dong et al. 2010). In
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Panax ginseng roots, treatment with 200 uM SA
showed the highest total phenolics content (62 %)
after 9 days compared to the control (Ali et al. 2007).

Chlorogenic acid, a phenolic compound, when
given to Hypericum perforatum microplants along
with o-naphthaleneacetic acid, gavea concentration-
dependent positive correlation with lateral roots and
root hair development (Franklin and Dias 2011).
Accumulation of total polyphenols in U. fomentosa
microplants was associated with the increase of H,O,
content and POX activity and such effects were related
with the root and stem growth regulation. Total
flavonoid content in pre-treated microplants increased
by 21.2 and 20 % (918 and 909 pgg~' dry weight)
with 1 and 100 pM SA, respectively, compared to
control 0 + DMSO (Fig. 2b). Similarly, SA increased
flavonoids in Taraxacum officinale (Kim et al. 2009)
and Calendula officinalis L (Pacheco et al. 2013).

In U. tomentosa, pre-treatments with 1 and 100
UMSA had an inducing effect in the production of total
MOA of 52 and 58 % (16.2 and 16.8 mg g~' DW),
respectively, in relation to control 0 + DMSO
(10.4 + 0.3 mg g~ 'DW) (Fig. 2c).

The pentacyclic MOA mitraphylline and isomitra-
phylline increased 41 and 24 % with 1 uM SA and 37
and 16 % with 100 uM SA pre-treatments, respec-
tively, in relation to the control (0 + DMSO) which
contained 29 mgg~' DW of mitraphylline and
4.5 mg g~' DW of isomitraphylline (Fig. 3a). Produc-
tion of speciophylline showed increments of 400 and
360 % with both SA pre-treatments (0 + DMSO,
0.2 mg g~' DW), while isopteropodine increased 225
and 150 % with the same pre-treatments (0 + DMSO,
0.4 mg g~' DW). Rhynchophylline and isorhyn-
chophylline are the two main components of the
tetracyclic MOA family. Isorhynchophylline increased
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Fig. 3 Effect of SA pre-treatment (45 days) followed by a
recovery period (75 days) free of SA on a pentacyclic, and
b tetracyclic MOA contents in U. fomentosa microplants.
Values are the mean of three replicates £ s.e. *Significantly
different from control 0 + DMSO (Tukey, P < 0.05, n = 9).
Control 0 indicates treatments without DMSO

by of 30 and 82 % with 1 and 100 uM SA pre-
treatments (0 + DMSO, 2.3 mg g~' DW), while rhyn-
chophylline increased by 300 and 366 % (0 + DMSO,
0.3 mg g~ ' DW) in both pre-treatments (Fig. 3b). Even
though individual alkaloids change in different propor-
tions when plants are subjected to SA pre-treatments,
the ratio of the total pentacyclic/tetracyclic MOA
remains close to 7:3 (w/w) in control (0 + DMSO)
and in pre-treated microplants. This characteristic ratio
has been also found by Luna-Palencia et al. (2013).
Enhancements on total pentacyclic and tetracyclic
MOA with 1 pM and 100 pM SA pre-treatments are
associated with elevated contents of phenolic com-
pounds, total flavonoids and H,0O,, whereas inhibition
of the antioxidant enzyme activities SOD and CAT
(Table 3) was significant in both SA treatments. All
these data suggest that MOA formation is carried out
under oxidative conditions as the result of the

antioxidant system regulation and SA may induce
these alkaloids by increasing ROS generation. In cell
suspension or root cultures of U. tomentosa, it was
proposed that shear stress and dissolved O, initiate an
oxidative burst where H,0,, formed by NAD(P)H
oxidase and/or peroxidases, stimulates MOA produc-
tion acting either as a signal molecule or as a donor to
oxidize MOA precursors (Huerta-Heredia et al. 2009).

Our results suggest that SA induces long-term
differential changes in U. tomentosa microplant
growth, root development, and antioxidant system.
Besides, in 1 pM SA pre-treated microplants, tetra-
cyclic and pentacyclic MOA, as well as total phenolic
compounds contents were enhanced by ~52 and
80 %, respectively, in correlation with H,O, and
peroxidase activity increments and inhibition of SOD
and CAT activities as a secondary long-term response,
while the plantlets growth was maintained similar to
the control. The biotechnological advantages obtained
by micropagation of U.tomentosa plantlets with
enhanced secondary metabolite production could
justify this SA pre-treatment.
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