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Gamborg B5 adicionado 2 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN, de 3 semanas de edad.
C) Callo de R. fruticosus generado en medio MS adicionado 3 mg/L de NAAy 0.1 mg/L
de KIN, de 3 semanas de edad. D) Callo de R. idaeus establecido en medio MS
adicionado con 50 mg/L de L-cisteina, 2 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN, de 3 meses
de edad. E) Callo de R. fruticosus establecido en medio Gamborg B5 adicionado con
50 mg/L de L-cisteina, 2 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN, de 3 meses de edad. F)
Callo de R. fruticosus establecido en medio MS adicionado con 50 mg/L de L-cisteina,
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Figura 15. Cinética de crecimiento de cultivos de células en suspension de Rubus
fruticosus. Los cultivos fueron crecidos en medio Gamborg B5 adicionado con 3.0 mg/L
de NAA en condiciones de oscuridad. Cuadros abiertos azul — biomasa (g PF/L),
circulos cerrados rojo — biomasa (g PS/L). Cada punto indica la media + desviacion
LTS = Lo =T (o ) SRR 49

Figura 16. Regresion lineal de la fase exponencial a partir de la cinética de cultivos de
células en suspension de Rubus fruticosus. Correlacion lineal obtenida entre In
(Biomasa (g PS/L)) Yy tIemMPO (N). oo 50

Figura 17. Establecimiento de cultivos de células en suspension de Rubus idaeus en
medio Gamborg B5 suplementado con 3.0 mg/L de NAA bajo condiciones de
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando la Integridad del RNA
extraido empleando el método de CTAB 2.0 de células en suspension de Rubus
fruticosus elicitadas y control, en medio B30 en condiciones de oscuridad. .............. 56

Figura 19.1. Estandarizacibn de gRT-PCR de células en suspensién de Rubus
fruticosus. Electroforesis en Gel de agarosa al 2% de los productos amplificados en de
PCR usando cDNA generado a partir de RNA total aislado de células en suspension

empleando el protocolo de CTAB 2.0. .....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58

Figura 19.2 Estandarizacion de gRT-PCR de células en suspension de Rubus
fruticosus. Tabla de tamafio de los producto y temperatura de fusion esperados y
reales. Curvas de fusiébn mostrando la especificidad de los productos de PCR usando
cDNA generado a partir de RNA total aislado de células en suspension empleando el
ProtoCOI0 de CTAB 2.0. ..o 59

Figura 20. Efecto del extracto de levadura y acido jasmonico sobre el nivel de
expresion relativo de los genes involucrados en la ruta de biosintesis de flavonoides
en cultivos de células en suspensién de Rubus fruticosus: PAL, fenilamonio liasa; CHS,
chalcona sintasa; F3H, flavanona 3-hidroxilasa; ANS, antocianidina sintasa. Los
niveles de expresion de estos genes se normalizaron con base en el valor minimo para
cada gen. El gen HistonaH4 se utilizd6 como control interno. Los cultivos de células en

suspension de R. fruticosus se obtuvieron a los 7 dias de crecimiento mediante la
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adicion de extracto de levadura (1 mg/mL) y acido jasmonico (200 yM). Las células se
cosecharon 24 h y 72 h después de la elicitacion. Las barras de error indican la
desviacion estandar de la media (n = 3). a: indica diferencias significativas con respecto
al tratamiento control 24 post-elicitacion, P <0.05; b: indica diferencias significativas

con respecto al tratamiento control 72 post-elicitacion, P <0.05. .......cccccccvvvvvveinennnnn. 61

Figura 21. Propuesta de mecanismo sobre la interaccion a nivel celular en el cultivo
de células en suspension de Rubus fruticosus por el efecto de la elicitacion con YE o
AJ. Factores de transcripcion R2ZR3 MYB; bHLH, Factores de transcripcion basic helix-
loop-helix; Proteinas de repeticion WD; SCF-COI1, Complejo ubiquitina ligasa E3 SCF-
COI1; JAZ, proteinas de domino-ZIM jasmonato; PAL, fenilamonio liasa; CHS,
chalcona sintasa; F3H, flavanona 3-hidroxilasa; ANS, antocianidina sintasa. Los
cultivos de células en suspension de Rubus fruticosus se obtuvieron a los 7 dias de
crecimiento mediante la adicién de extracto de levadura (1 mg/mL) y &cido jasménico
(200 uM). Las células se cosecharon 24 h 'y 72 h después de la elicitacion. Flechas
verdes: sobreexpresion, flechas rojas: subexpresado, lineas punteadas: procesos
indirectos, lineas sélidas: procesos directos. Propuesta modificada de Correa-Higuera
EL Al (2019). i 64
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Resumen

Rubus fruticosus (Rosaceae) es una planta de gran valor agronémico, a la que sea le
asocian beneficios en la salud al consumir sus frutos, ya que estos contienen altos
contenidos de flavonoides. El objetivo de este trabajo fue determinar los cambios en
los niveles de expresion de importantes genes de biosintesis de flavonoides,
fenilamonio liasas (PAL), chalcona sintasa (CHS), flavanona 3-hidroxilasa (F3H) y
antocianina sintasa (ANS); en cultivos de células en suspension de R. fruticosus bajo
condiciones de estrés. Se evaluaron diferentes medios de cultivos y condiciones para
el establecimiento de los cultivos celulares de R. fruticosus, donde el medio Gamborg
B5 adicionado con 3% de sacarosa, NAA (3 mg/L) y en condiciones de oscuridad (B30-
O) mostré los mejores resultados en cuanto a produccion de biomasa (g PS/L) y

disgregacion del tejido.

Los cultivos de células en suspension de R. fruticosus fueron elicitados con extracto
de levadura (YE) (1 mg/mL) y acido jasmoénico (AJ) (200 uM) durante 24 hy 72 h. La
adicion de YE gener0 24 h post-elicitacion un incremento en el nivel de transcripcion
de PAL1 y PAL2 de 6.93 y 6.75 veces, respectivamente, con respecto al control.
Posteriormente, los resultados sefialan que 72 h post-elicitacion con YE, el nivel de
transcripcion de PAL1 mantuvo un aumento en el nivel de transcripcion de 6.75 veces
y los genes CHS y F3H disminuyeron 95.13% y 58.83%, respectivamente, en relacion
con el control. Mientras que, la elicitacion con AJ ocasiond un aumento en el nivel de
transcripcion de PAL1, PAL2, CHS, F3H y ANS, de 3.03, 8.02, 11.05, 4.86 y 7.52
veces, respectivamente, 24 h post-elicitacion en comparacion del control. Al cabo de
72 h post-elicitacion con AJ los transcritos de CHS y ANS fueron mas altos que el
control (2.39 y 7.07 veces, respectivamente).

Los resultados sugieren dos estrategias como mecanismo de defensa. Probablemente
el YE estaria generando un estado de estrés oxidativo, dirigiendo el flujo de carbono
hacia la produccion de acidos clorogénicos, como sustratos para la reduccion de
especies reactivas de oxigeno. Por el otro lado, el AJ estaria conduciendo los

intermediarios hacia la ruta de biosintesis de flavonoides.
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Abstract

Rubus fruticosus (Rosaceae) is a plant of great agronomic value, which is associated
with health benefits when its fruits are consumed, since they contain high contents of
flavonoids. The objective of this work was to determine the changes in the expression
levels of important flavonoid biosynthesis genes, phenylalanine ammonia-lyase (PAL),
chalcone synthase (CHS), flavanone 3-hydroxylase (F3H), and anthocyanidin synthase
(ANS), in R. fruticosus cell suspension cultures under stress conditions. Different
culture media and conditions were evaluated for the establishment of R. fruticosus cell
cultures. The Gamborg B5 medium added with 3% sucrose, NAA (3 mg/L), and under
dark conditions (B30-O) showed the best results in terms of biomass production (g

PS/L) and tissue disaggregation.

The R. fruticosus cell suspension cultures were elicited with yeast extract (YE) (1
mg/mL) and jasmonic acid (JA) (200 uM) for 24 h and 72 h. The addition of YE
generated 24 h post-elicitation an increase in the transcript level of PAL1 and PAL2 by
6.93 and 6.75-fold, respectively, with respect to the control. Subsequently, the results
indicate that 72 h post-elicitation with YE, the transcript level of PAL1 maintained an
increase of 6.75-fold, and the CHS and F3H genes decreased 95.13% and 58.83%,
respectively, relative to the control. Whereas, elicitation with JA caused an increase in
the transcript level of PAL1, PAL2, CHS, F3H, and ANS, by 3.03-, 8.02-, 11.05-, 4.86-
and 7.52-fold, respectively, 24 h post-elicitation compared to the control. At 72 h post-
elicitation with JA the CHS and ANS transcripts were higher than the control (2.39 and
7.07-fold, respectively).

The results suggest two strategies as defense mechanisms. Probably YE would be
generating a state of oxidative stress, directing the carbon flux towards the production
of chlorogenic acids, as substrates for the reduction of reactive oxygen species. On the
other hand, JA would be driving the intermediates towards the flavonoid biosynthesis
pathway.
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1. Introduccion

La zarzamora (Rubus fruticosus L.) y la frambuesa (R. idaeus L.) constituyen dos
especies arbustivas, pertenecientes a la familia Rosaceae, de gran importancia en el
sector agricola mexicano, y se espera que su produccién aumente en los préximos
afios a causa de los beneficios en la salud que provee el consumo de los frutos de
estas especies, donde principalmente se localizan altos contenidos de flavonoides
(Rao y Snyder, 2010). Estos compuestos son una clase de polifenoles, los cuales
representan un grupo de metabolitos secundarios, que han tenido particular interés
dadas sus propiedades antioxidantes, ademéas de que cumplen un papel vital en la
defensay proteccion de la planta ante el estrés abidtico y biético. Debido a que existen
limitaciones en el campo en estas dos especies, se han desarrollado diferentes
protocolos de cultivos celulares en suspensién que podria generar una produccion
continua y homogénea de flavonoides de interés. Sin embargo, si bien se sabe que
son sintetizados a partir de la via fenilpropanoide y/o la via acetato/malonato (Quideau
et al., 2011), todavia no se ha caracterizado como se regulan las rutas de biosintesis

de estos metabolitos, generando limitaciones de su aplicacion a nivel industrial.

En este proyecto se establecieron las condiciones de cultivo de células en suspension
de R. fruticosus y R. idaeus de variedades comerciales en México. Los cultivos
establecidos fueron colocados bajo condiciones de estrés, mediante el uso de &cido
jasmoénico y extracto de levadura como elicitadores, donde se analiz6 los cambios en
los niveles de expresion de genes relacionados en su ruta de biosintesis empleandola
técnica de la reaccibn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa

cuantitativa (QRT-PCR, por sus siglas en inglés).
2. Antecedentes

2.1. Género Rubus

El género Rubus pertenecen a la familia Rosaceae, subfamilia Rosoideae, con
alrededor de 600 a 800 especies descritas en 12 subgéneros, distribuidas en todo el
mundo en diferentes tipos de habitats, a excepcion de la Antartida (Jennings, 1988,

Gutierrez et al., 2017). En México se encuentran 61 especies de Rubus (Rzedowsky y



Calderon de Rzedowsky, 2005), que han sido utilizadas en grupos étnicos locales
(Segura et al., 2012). Los subgéneros con mayor numero de especies son Eubatus
(también conocido como Rubus) e Idaeobatus, que a su vez son los subgéneros con
mayor importancia comercial ya que es donde se clasifica la zarzamora (Rubus
fruticosus L.) y la frambuesa (R. idaeus L.), respectivamente. La complejidad
taxonomica de Rubus se debe principalmente a la hibridacion interespecifica y la

plasticidad fenotipica (Evans et al., 2007).

En la actualidad, la base de datos Genome Database for Rosaceae

(https://www.rosaceae.org/) es un recurso que proporciona acceso a datos genémicos

y genéticos disponibles de la familia Rosaceae (Jung et al., 2019). Los avances en
secuenciacion gendémica y transcriptomica han sido un gran paso en los programas de
mejoramiento de Rubus (Chen et al., 2018). Recientemente, diversos estudios se han
enfocado en el andlisis del transcriptoma del fruto de diferentes especies del género
(R. idaeus, R. coreanus, R. fruticosus) para entender el proceso de maduracion y
mejorar la calidad del fruto (Hyun et al., 2014a, 2014b; Garcia-Seco et al., 2015).

2.1.1. Zarzamora (Rubus fruticosus L.) y frambuesa (Rubus idaeus L.)

Rubus fruticosus L. y R. idaeus L. (Tabla 1) son arbustos perennes que crecen hasta
3 myde 15 a 2.5 m, respectivamente (Sgnsteby y Heide, 2008; Zia-Ul-Haq et al.,
2014). El fruto de ambas especies es del tipo agregado y se desarrolla a partir de una
flor con multiples pistilos unidos a un solo receptaculo, donde cada pistilo se convierte
en una drupa, la cual contiene una sola semilla, y cada fruta tiene muchas drupas
arracimadas (polidrupas) (Skirvin et al., 2009). El fruto puede o no separarse del
receptaculo cuando se recoge la baya. Esta es la forma mas comun en que se
distinguen las zarzamoras y las frambuesas, las polidrupas de la zarzamora se

encuentran unidas mas firmemente al receptaculo que en el caso de las frambuesas
(Fig. 1).

En México estas dos especies son consideradas como cultivos estratégicos con base
en su importancia econdmica ya que representan el 2.15% de producto interno bruto
(PIB) agricola nacional y el 1.83% de produccion de frutas (SAGARPA, 2017). Estos

frutos cuentan con una demanda creciente a nivel nacional e internacional. Por otra
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parte, la produccion nacional de frambuesa y zarzamora tiene la capacidad de
incrementar su produccion potencial de 390,240 a 506,460 toneladas para el afio 2030
(SAGARPA, 2017). Con base en lo anterior podemos considerar que la frambuesa y

la zarzamora constituyen un cultivo de importancia a nivel econémico, social y cultural.

Tabla 1. Clasificacion botanica de Rubus fruticosus y R. idaeus.

Reino Plantae Plantae
Division Magnoliophyta Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida Magnoliopsida
Subclase Rosidae Rosidae
Orden Rosales Rosales
Familia Rosaceae Rosaceae
Subfamilia Rosoideae Rosoideae
Tribu Rubeae Rubeae
Género Rubus L. Rubus L.
Subgénero Eubatus (Rubus) Idaeobatus
Especie Rubus fruticosus L. Rubus idaeus L.
Nombre comun en México | Zarzamora Frambuesa

Figura 1. Frutos maduros de zarzamora color negro brillante y frambuesa color rojo.
2.2. Polifenoles
Rubus fruticosus y R. idaeus son apreciadas a nivel mundial por los diferentes tipos de

polifenoles que son capaces de producir en el fruto, generando diversos beneficios en

la salud. El término "fendlicos vegetales" (Fig. 2) ha sido propuesto como aquellos



metabolitos secundarios que son originados exclusivamente a través de la via
fenilpropanoide/shikimato y/o la via acetato/malonato “policétida”, que presenten mas
de un anillo fendlico y que en su expresion estructural mas bésica carezca de cualquier
grupo funcional basado en el nitrégeno (Quideau et al., 2011). Los fenoles han sido
ampliamente estudiados debido a su considerable rango de propiedades
fisicoquimicas (Quideau et al., 2011), ademas de ser los metabolitos secundarios con
mayor distribucién en el reino Plantae (Cheynier et al., 2013). Los fendlicos se han
categorizado sobre la base del nimero de atomos de carbono de su esqueleto basico:

e Fenoles simples:

o Acidos fenélicos Ce-C1: Los acidos fenolicos, también denominados &cidos
hidroxibenzoicos, son derivados del 4cido benzoico. Algunos ejemplos son
el acido galico, el acido p-hidroxibenzoico, el acido vanilico, el acido siriceo
y el acido protocatéquico. El acido galico es la unidad base de los taninos
hidrolizables (Crozier et al., 2007).

o Acidos hidroxicinamicos Cs-C3: Los acidos hidroxicinamicos son derivados
del &cido cinamico, son productos de la ruta fenilpropanoide, por lo que se
denominan fenilpropanoides. Algunos ejemplos de &cidos hidroxicinamicos
son el acido p-cumarico, el acido cafeico y el acido ferulico (Crozier et al.,
2007).

o Estilbelenos Cs-C2-Ce: Los estilbenos emplean como sustratos para su
biosintesis una molécula de 4-coumaroil-CoA y tres moléculas de malonil-
CoA, al igual que los flavonoides; sin embargo, a diferencia de los
flavonoides que se encuentran en todas las plantas superiores, solamente
pocas especies son capaces de producirlos (Flamini et al., 2013). Los
estilbenos son fitoalexinas, compuestos producidos por las plantas en
respuesta al ataque de hongos, bacterias y virus patdégenos. El resveratrol
es el estilbeno mas comun (Crozier et al., 2007).

o Flavonoides Ce-C3-Cs: Los flavonoides presentan un esqueleto comun de
difenilpirano, formado por dos anillos de aromaticos (A y B) conectados por
un puente de tres carbonos (C). Los atomos de carbono en los anillos Cy A

se numeran del 2 al 8 y los del anillo B desde 2' al 6, como se muestra en
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la Fig. 3. Las principales subclases de flavonoides son las flavonas,

flavonoles, flavan-3-oles, isoflavonas, flavanonas y antocianidinas.

Fenoles complejos:

o Taninos condensados (proantocianidinas) (Ce-C3-Ce)n: Las

proantocianidinas se sintetizan a partir de monémeros simples de flavon-3-
oles, (+)-catequina y su isomero (-)-epicatequina, generando estructuras
oligoméricas y poliméricas (Crozier et al., 2007).

Taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos): Los taninos hidrolizables
son derivados del 4&cido galico, esta unidad fendlica se esterifica con el grupo
hidroxilo de B-D-glucopiranosa, para formar (-glucogalina (1-O-galoil-B-D-
glucopiranosa). Posteriormente, la conversibn de este monoéster en
1,2,3,4,6-penta-O-galoil-B-D-glucopiranosa por una serie de grupos galoil-
glucosa; hasta las transformaciones secundarias de este intermediario para
producir galotaninos mediante la adicion de grupos galoil, o formar
elagitaninos monomeéricos mediante reacciones de acoplamiento C-C,
seguidas de uniones C-O que conduce a derivados diméricos y oligoméricos
(Gross, 2009).

Se ha descrito que los flavonoides y los estilbenos poseen diversas funciones, tales

como la resistencia de las plantas contra patégenos microbianos y herbivoria, la

proteccion contra la radiacion solar, asi como en la reproduccion en el caso de las

antocianinas. Sin embargo, la caracteristica mas estudiada de los fenoles es su

capacidad antioxidante capaz de remover especies reactivas de oxigeno (ROS), que

incluyen especies de oxigeno radicales y no radicales (Quideau et al., 2011), con el fin

de encontrar compuestos protectores contra enfermedades cronicas relacionadas con



el estrés oxidativo como enfermedades cardiovasculares, cancer, trastornos

neurodegenerativos y desordenes autoinmunes (Vladimir-Kneevi et al., 2012).
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Figura 2. Estructura quimica de compuestos fendlicos vegetales.
2.2.1 Polifenoles en frambuesa y zarzamora

Rubus fruticosus y R. idaeus presentan una amplia variedad de compuestos fendlicos
vegetales (Tabla 2). El grupo méas abundante de fenoles en el género Rubus presentes
en R. fruticosus y R. idaeus dentro de su fruto lo constituyen los elagitaninos, siendo
los principales lambertianin C y sanguina H-6 (Borges et al., 2010; Vrhovsek et al.,
2006, 2008). Otros fendlicos complejos reportados son conjugados de acido elagico y
en el caso de R. idaeus las proantocianidinas (Lee et al., 2012). De igual manera, otras
subclases de fendlicos descritos han sido las antocianinas, las cuales en estas
especies se encuentran en su mayoria basadas en cianidina en su forma no acilada.
Sin embargo, en R. idaeus también se ha encontrado, aunque en niveles menores
antocianinas basadas en pelargonidina (Lee et al., 2012). Por ultimo, en estas dos
especies se han identificado monomeros fendlicos tal como flavanoles (catequina y
epicatequina), flavonoles glicosilados (quercetina y kaempferol) y &cido elagico
(derivado de elagitaninos). No obstante, el porcentaje de cada grupo varia, en otras

especies pertenecientes al género Rubus los flavanoles, flavonoles y acido elagico
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representan alrededor del 5% de la composicion fendlica total mientras que la cantidad
de antocianinas y elagitaninos representan del 25 al 40% y 50 al 70%, respectivamente
(Mertz et al., 2007).

Tabla 2. Polifenoles reportados en el fruto de Rubus fruticosus y R. idaeus. Modificado de Lee
et al. (2012).

Zarzamora - Rubus fruticosus Frambuesa - Rubus idaeus

Flavanoles: catequina y epicatequina

Flavanoles: catequina y epicatequina

Flavonoles glicosilados: quercetina y

Fenoles Flavonoles glicosilados: quercetina y
- kaempferol
monomeéricos kaempferol

Acido elagico y écidos elagicos

Acido elagico _
derivados

o o Elagitaninos:  lambertianin  C
Elagitaninos:  lambertianin  C vy )
Fenoles _ sanguina H-6
. sanguina H-6 . o o
complejos _ o o Conjugados de acido elagico
Conjugados de acido elagico S
Proantocianidinas

Antocianinas Base cianidina Base cianidina y pelargonidina

2.3. Flavonoides

Los flavonoides comprenden una de las clases mas grandes de fendlicos vegetales,
de los cuales se han identificado mas de 6,000 compuestos diferentes (Ferrer et al.,
2008). Los flavonoides presentan un esqueleto comun de difenilpirano, formado por
dos anillos de arométicos (A y B) conectados por un puente de tres carbonos (C) (Fig.
3), la conjugacién entre los anillos A y B permite un efecto de resonancia del nucleo
aromatico que brinda estabilidad al radical flavonoide que contribuye en su actividad
antioxidante (Heim et al., 2002). En las plantas, los flavonoides poseen una amplia
variedad de actividades biolégicas como actividad antioxidante, sefiales visuales y
aromas en flores y frutos para atraer a polinizadores y dispersores de semillas,
proteccion frente a los rayos UV, compuestos alopaticos, defensa contra los
fitopatégenos y control del transporte auxinas (Kitamura, 2006; Panche et al., 2016).
De igual manera, los flavonoides se han asociado a diversos efectos que promueven

la salud por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas y



anticancerigenas, siendo considerados un componente clave en aplicaciones

nutracéuticas, farmaceéuticas, medicinales y cosméticas (Panche et al. 2016).

La ruta de biosintesis de los flavonoides (Fig. 3) inicia previamente a través de la via
fenilpropanoide, transformando la L-fenilalanina en trans-cinamato (o0 acido cinamico)

por medio de la fenilamonio liasa (PAL). Posteriormente, la chalcona sintasa (CHS)

Fenilalanina Trans-cinamato ]--v{ 4-cumaroil-CoA J [ 3 * Malonil-CoA }—-{ Acetil-CoA ]
-PAL I

From shikimic acid | CHS

pathway via phenyla\amne\

(Ol

AN

2 ot Chalcona
From malonic : .
acid pathway ™\ 1 ';‘ naringenina

1
@ DAl E e
e 3 CHI

\ .
The three-carbon bridge Quercetina . . Kaempferol Flavonoles
Basic flavonold skeleton Naringenina -

™

Flavanoles
Dihidroquercitina ‘ Catequinas

| DER ! DER -------

{[ans

1 GT ! GT !

. N 1 ANR
Antocianinas 3-gl|:|c6_5|_do de 3-glucésn_:lq de -_____{ Epicatequinas
cianidina pelargonidina

Figura 3. Representacion esquemética de la ruta de biosintesis de flavonoides en Rubus.
Abreviaciones: PAL, fenilamonio liasa; CHS, chalcona sintasa; CHI, chalcona isomerasa; F3H,
flavanona 3-hidroxilasa; F3'H, flavonoide 3'-hidroxilasa; DFR, dihidroflavonol reductasa; LAR,
leucoantocianidina reductasa; ANS, antocianidina sintasa; ANR, antocianidina reductasa, GT,
glicosiltransferasa; FLS, flavonol sintasa. Maodificado de Liu et al. (2018). Esqueleto basico de
flavonoide, tomado de Taiz y Zeiger (2010).

forma chalcona naringenina para dar inicio a la biosintesis de los flavonoides, a partir
de este intermediario es que se derivan todos los flavonoides (Falcone Ferreyra et al.,
2012); esta reaccion emplea una molécula de 4-cumaroil-CoA (generado a partir de la
via fenilpropanoide) y tres moléculas de malonil-CoA (generadas a través de la via
acetato/malonato). Si bien en las plantas la via central para la biosintesis de
flavonoides se encuentra conservada, segun la especie, diferentes enzimas tales como
isomerasas, reductasas, hidroxilasas y dioxigenasas dependientes de Fe?*/2-
oxoglutarato modifican el esqueleto flavonoide basico generando las subclases de este
grupo de fenoles (Martens et al., 2010). Ademas, grupos de tranferasas pueden

también cambiar el esqueleto del flavonoide mediante la adicidon de carbohidratos,



grupos metilo y/o acilo, variando su actividad fisiolégica al cambiar su solubilidad,
reactividad e interaccién con objetivos celulares (Bowles et al., 2005; Ferrer et al.,
2008). Los flavonoides se pueden subdividir de acuerdo con el carbono del anillo C en
el que se une el anillo B y el grado de insaturacion y oxidacion del anillo C como son:

flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, flavanoles, antocianinas y chalconas.

Las antocianinas representan la subclase mas amplia de flavonoides pigmentados,
donde se ha logrado identificar en la naturaleza mas de 600 compuestos (Smeriglio et
al., 2016). Las antocianinas son polifenélicos glicosilados con una gama de colores
que se distribuyen entre naranja, rojo, purpura y azul en flores, frutos y tejidos
vegetativos. La biosintesis de las antocianinas se inicia a partir de la chalcona
naringenina, la cual se transforma en narigenina por la chalcona isomerasa. Después,
la narigenina es hidroxilada por la flavanona-3-hidroxilasa (F3H) convirtiéndose en
dihidrokaempferol, este intermediario puede seguir dos rutas: puede hidroxilarse
nuevamente por la flavonoide-3'-hidroxilasa para generar dihidroguercetina o por la
flavonoide-3',5'-hidroxilasa para formar dihidromiricetina. Estas tres moléculas
(dihidroflavonoles) se reducen por la dihidroflavonol reductasa (DFR) para obtener
leucopelargonidina, leucocianidina o leucodelfinidina, respectivamente, denominados
como leucoantocianidinas. A partir de este punto, la antocianidina sintasa genera

pelargonidina, cianidina o delfinidina.

Las antocianinas protegen a las plantas contra diversos estreses bioticos y abiéticos
gue son debido a sus propiedades antioxidantes (Chalker-Scott, 1999; Ahmed et al.,
2014). Esta alta actividad antioxidante ha sido ampliamente estudiada por los
beneficios asociados a la salud humana (Pojer et al., 2013). Se ha descrito que las
antocianinas ofrecen proteccién contra ciertas enfermedades asociadas al estrés
oxidativo relacionadas con la edad, cancer, enfermedades cardiovasculares; asi como
actividad antiinflamatoria, antidiabética y prevencion de la obesidad (Gutierrez et al.,
2017; Khoo et al., 2017), asi como la capacidad para modular las vias de sefalizacion

de las células de los mamiferos (Meiers et al., 2001; Williams et al., 2004).



2.3.1. Enzimas clave en la via fenilpropanoide/flavonoide

La PAL, CHS, F3H y ANS constituyen enzimas importantes en la via
fenilpropanoide/flavonoide. La PAL es una enzima homotetramérica, que da inicio a la
via fenilpropanoide, que cataliza la desaminacion no oxidativa de L-fenilalanina para
producir trans-cinamato, esta reaccién es un punto clave en el que se controla el flujo
de carbono (Kumar y Ellis, 2001; Saito et al., 2013). Se han reportado cuatro isoformas
de esta enzima en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh; sin embargo, AtPAL1 y AtPAL2
son las principales responsables de la formacion de fenilpropanoides, donde plantas
dobles mutantes pall pal2 disminuyeron tanto la produccién de antocianinas y de
proantocianidinas (Huang et al., 2010). En la frambuesa se han reportado hasta la
fecha, dos isoformas (RIPAL1 y RiIPAL2) que son 81% idénticas entre ellas, las cuales
se expresan mas activamente en flores fertilizadas y en frutos y una expresion
moderada en brotes y raices (Kumar y Ellis, 2001). RiPAL2 present6 dos picos
maximos de expresion en flores completamente fertilizadas y en fruto maduro,
mientras que RIPAL1 aumento su expresion en frutos verdes inmaduros y su expresion
disminuy6 a medida que los frutos se acercaban a la madurez, lo cual sugiere que su

expresion esta controlada por distintas sefiales (Kumar y Ellis, 2001).

Por su parte, la CHS es la primera enzima en la biosintesis de todos los flavonoides,
la cual pertenece a la familia de policétido sintasa tipo Ill (PKS). La CHS es una
proteina homodimérica que cataliza la condensacion de éster de Claisen junto con la
liberacion de tres moléculas de COz2, cuatro moléculas de CoA y un tetracétido unido
a tioéster, este ultimo sufre una ciclacion espontanea que genera naringenina chalcona
(Saito et al., 2013). En A. thaliana se han reportado tres genes correspondientes a PKS
tipo 111, de los cuales solamente AtCHS participa en la sintesis de flavonoides (Saito et
al., 2013). Borejsza-Wysocki y Hrazdina (1993) fueron los primeros en reportar la
actividad enzimatica de CHS en cultivos de células en suspension de frambuesa cv.
Royalty. Posteriormente, se han reportado cinco genes en frambuesa
correspondientes a PKS tipo Ill; sin embargo, solamente PKS1 y PKS5 han
demostrado tener actividad de CHS (Zheng et al., 2001; Zheng y Hrazdina, 2008). En
cultivos en células en suspension de frambuesas PKS1 es capaz de responder a la

induccion por la elicitacion con extracto de levadura (Zheng et al., 2001). Por otro lado,

10



en frutos de frambuesa cv. Royalty, PKS1 aumenté su expresion durante el desarrollo
del fruto, lo que sugiere que pudiera estar relacionada con la biosintesis de
flavonoides, mientras que RiPKS5 solo present6 un pico de expresion cuando el fruto
alcanzo su talla maxima con coloracion rosada. Siendo este pico RiPKS5 inferior en
comparacion con el nivel de expresion de RiPKS1, se ha propuesto que probablemente
estos dos genes poseen un papel diferente durante el desarrollo del fruto y pueden

responder a diferentes estimulos (Zheng y Hrazdina, 2008).

La F3H es una dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato que cataliza la oxigenacion
en la posicién 3 de la naringenina para formar dihidrokaempferol con la consecuente
produccion de CO: y succinato, empleando oxigeno y 2-oxoglutarato como co-
sustratos (Saito et al., 2013). En A. thaliana se ha reportado que el gen TT6 es el Ginico
gue codifica para una F3H (Saito et al., 2013). Hasta el momento, en frambuesa no se
ha reportado genes de esta enzima; sin embargo, varios grupos han publicado el
transcriptoma de especies del género Rubus permitiendo la identificacién putativa de
genes correspondientes a F3H (Hyun et al., 2014a, 2014b; Garcia-Seco et al., 2015;
Travisany et al., 2019). No obstante, frutos de fresa (Fragaria x ananassa (Weston)
Duchesne) fueron silenciados mediante RNAI para el gen de F3H donde result6 en la
disminucién del 98% del contenido de antocianinas comparado con el fruto control; asi
como de flavonoles, quercetina y kaempferol, 82% y 64%, respectivamente (Jiang et
al., 2013), lo que sugiere que la F3H es una enzima clave necesaria para la biosintesis

de flavonoides.

Finalmente, la ANS, también denominada como leucoantocianidina dioxigenasa
(LDOX), cataliza la formacion de antocianidina a partir de leucoantocianidina con 2-
oxoglutarato y oxigeno como cosustratos (Saito et al., 2013). En Arabidopsis, el gen
TT18 codifica para la proteina ANS. Previamente se demostrado que el nivel de
expresion de ANS en frutos de zarzamora cv. Arapoho aumenta durante el desarrollo
de este tejido y su relacién con la cantidad de antocianinas (Chen et al., 2012a). Por
otro lado, Rafique etal. (2016) reportaron en frutos de frambuesa amarilla, que
muestran un bajo contenido de antocianinas, presentan un alelo ans inactivo por la

insercion de 5 pb en la region codificante que genera un codon de STOP prematuro,
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resultando en una proteina truncada que conduce a la perdida de la funcion de la

proteina codificada, generando este fenotipo amarillo.
2.3.2. Regulacién de la ruta de biosintesis fenilpropanoide/flavonoide

Varios grupos han realizado esfuerzos por entender como se regula la ruta de
biosintesis fenilpropanoide/flavonoide, al comprender los aspectos basicos de esta via
es posible disefiar estrategias para mejorar la produccién de flavonoides, y ser
utilizados con fines farmacoldgicos, alimenticios y cosméticos (Ananga et al., 2013; Shi
y Xie, 2014). Se ha observado que en diferentes especies (Petunia hybrida, Perilla
frutescens, Zea mays y A. thaliana) la regulacion de la expresion de genes de
biosintesis fenilpropanoide/flavonoide son a través de un complejo integrado por
factores de transcripcion R2R3 MYB, factores de transcripcion basic helix-loop-helix
(bHLH) y proteinas de repeticion WD, denominado complejo MBW (Stracke et al.,
2007).

En la familia de Rosaceae, se ha descrito que el factor R2ZR3 MYB10 se expresa
durante la maduracion del fruto de las siguientes especies: manzana (Malus x
domestica Borkh.), cereza (Prunus avium L.) y la fresa (Fragaria vesca L. y F.
ananassa); ademas se ha visto que existe una correlacion entre la expresion de este
factor y el aumento de los niveles de antocianina (Espley et al., 2007; Wang et al.,
2016). Lin-Wan et al. (2010) reportaron la secuencia del gen MYB10 en R. idaeus, que
al ser expresado con el cofactor bHLH indujo la zona del promotor de la DFR de
Arabidopsis, en hojas transformadas de Nicotianum benthamiana. Asimismo, en frutos
silenciados mediante RNAI para el factor MYB10 en F. ananassa cv. Camarosa, se ha
demostrado que provoca una reduccion en los niveles de expresion de genes
involucrados tanto en la via fenilpropanoide/flavonoide (PAL, CHS, CHI, F3H y DFR)
como en la ruta del Shikimato (Shikimato dehidrogenasa), que es responsable de la

sintesis de la fenilalanina (Medina-Puche et al., 2014).

Los factores de transcripcion MYB poseen diversos roles como: MYBs especificos de
flavonoles y proantocianidinas (Bogs et al., 2007; Stracke et al., 2007), MYBs que
controlan la via de biosintesis de las antocianinas, asi como su conjugacion, su

transporte a la vacuola (Tohge et al., 2005) y la acidificacion de este organelo que

12



modifica el color de diversos tejidos (Quattrocchio et al., 2006). No obstante, en la
familia Rosaceae, la formacion del complejo MBW todavia no ha sido completamente
elucidada, aunque Jin et al. (2016) han reportado la formacién de un putativo complejo
MBW en Prunus avium. En conjunto, todos estos datos indican claramente que MYB10
desempeiia un rol regulatorio general en la via fenilpropanoide/flavonoide en la familia

Rosaceae.

Se ha demostrado que la regulacion del complejo MBW y genes de la via
fenilpropanoide/flavonoide se encuentran regulados por el estrés biodtico y abidtico (Shi
y Xie, 2014). Ademas, la luz es considerada uno de los factores ambientales mas
importantes que afecta la biosintesis de las antocianinas (Ananga et al., 2013; Shi y
Xie, 2014). En plantulas Arabidopsis se ha demostrado que, en condiciones de luz de
alta intensidad, la produccion de antocianinas y la expresion de todos los genes de su
biosintesis se incrementaron, probablemente a través de la expresion de miembros del
complejo MBW (Rowan et al., 2009). EL nitrégeno es un elemento que también se ha
asociado con la biosintesis de flavonoides. Se ha reportado que plantulas de
Arabidopsis sometidas a condiciones deficientes de nitrégeno, la acumulacién de
flavonoles y antocianinas se vio aumentada, de igual manera los factores MYB y bHLH
se encontraron sobreregulados (Lea et al., 2007). Por tltimo, también se ha observado
que el jasmonato incrementa la biosintesis de antocianinas. Las proteinas de domino-
ZIM jasmonato (proteinas JAZ) pueden interactuar con las regiones C-terminal de
factores bHLH y MYB lo que interfiere en la activacion del complejo MBW. El jasmonato
induce la degradacion de las proteinas JAZ a través de la formacién del complejo
ubiquitina ligasa E3 SCF-COI1, basado en CORONATINE INSENSITIVE1 (Fig. 4),
permitiendo la produccion de antocianinas (Pauwels y Goossens, 2011; Qi et al.,
2011).

En la familia Rosaceae, varios grupos han reportado la regulacion de factores MYB

bajo condiciones de estrés abidtico. En condiciones de luz de alta intensidad, los
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Figura 4. Mecanismo propuesto de degradaciéon de las proteinas de domino-ZIM jasmonato
(proteinas JAZ) a través de la induccion de jasmonato (AJ) para la formacion del complejo
MBW vy la produccién de antocianinas (Qi et al., 2011). Factores de transcripcion R2R3 MYB;
bHLH, Factores de transcripcién basic helix-loop-helix; Proteinas de repeticion WD; SCF-
COI1, Complejo ubiquitina ligasa E3 SCF-COI1; JAZ, proteinas de domino-ZIM jasmonato.
Con base en Pauwels y Goossens (2011) y Qi et al., (2011).

pétalos de F. vesca se volvieron pigmentados y los niveles de transcripcion de MYB10
aumentaron (Lin-Wang et al., 2010). En F. ananassa la expresion del factor MYB10 en
la maduracion del fruto es reprimido por auxinas e inducido por acido abscisico (ABA)
y estrés hidrico (que induce el incremento de ABA) (Medina-Puche et al., 2014). Lo
que demuestra que MYB10 participa en la regulaciébn en la acumulacion de

antocianinas.

Por otro lado, Garcia Seco et al. (2015a) a través de la estimulacion bidtica de
zarzamora (Rubus spp. cv. Lochness) por rizobacterias (Pseudomonas fluorescens
N21.4), gener6 cambios en la expresion de diferentes genes de la via
fenilpropanoide/flavonoide a lo largo del desarrollo del fruto. Si bien, no se
determinaron cambios en la expresion de factores homologos MYB y bHLH, el estrés

bidtico también pudo generar cambios en la concentracion de diferentes flavonoides.

Aungue en este proyecto la busqueda de factores de trascripcion pertenecientes al

complejo MBW no es un objetivo, al emplear las variables que generaron estrés, como
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acido jasmonico y extracto de levadura, es probable esperar cambios en la expresion
de genes relacionados a la ruta de biosintesis fenilpropanoide/flavonoides en nuestros

cultivos.

2.4. Cultivo de células en suspension

La biotecnologia vegetal constituye una rama de la biotecnologia, la cual ha sido
aplicada para mejorar la produccion de metabolitos secundarios para el tratamiento o
prevencion de diferentes enfermedades a través del cultivo de células vegetales
(Oksman-Caldentey e Inzé, 2004).

La zarzamora y la frambuesa son dos especies que, por su valor comercial, se han
desarrollado diversos protocolos de micropropagacion. Sin embargo, debido a las
problematicas generadas por las variaciones climaticas de temporada de los cultivos,
la contaminacion ambiental y la sobreexplotacion de especies o variedades
amenazadas, el cultivo de células en suspension resulta una buena alternativa para
obtener una produccién continua y homogénea de algunos flavonoides generados por
las plantas. En este punto a partir células desdiferenciadas totipotentes es posible a
través de cultivos de células en suspension aumentar los rendimientos en la obtencion
de metabolitos secundarios de zarzamora y frambuesa, llegando hasta el desarrollo
de biorreactores como se ha logrado en otras especies del mismo género (Nohynek et
al., 2014; Oksman-Caldentey y Inzé€, 2004).

El cultivo de células vegetales provee una herramienta para analizar y comprender los
procesos bioquimicos y fisiolégicos de las plantas, mediante el aislamiento y el control
de las variables en el modelo. Los cultivos de células en suspension proporcionan una
poblacién celular relativamente homogénea que responde de manera uniforme a
diferentes sefiales tanto abioticas o bidticas (Moscatiello et al., 2013; Mustafa et al.,
2011).

La obtencién de cultivos de células en suspension de zarzamora, frambuesa y otras
especies del género Rubus ha sido previamente reportados. Dziadczyk et al. (2013)
publicaron el procedimiento para la induccion de cultivos celulares en suspension de

frambuesa, de una variedad europea. Para ello, se obtuvo la mejor respuesta en la
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obtencion de callo friable, usando explantes de hojas cultivados en medio Murashige
y Skoog (MS) suplementado con acido indolacético (IAA) 4.0 mg/lL y 6-
bencilaminopurina (BAP) 1.0 mg/L. Posteriormente, se determind que los medios MS
que generaban las condiciones adecuadas para obtener células en suspension a partir
del callo generado, fueron los adicionados con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
1.0 mg/L o IAA 8.0 mg/L y BAP 1.0 mg/L (Dziadczyk et al., 2013). Por su parte,
Schmidt-Durén et al. (2016) determinaron que en R. adenotrichos obtuvo una mejor
formacién de callo en medio MS utilizando 2,4-D 1.5 mg/L, mientras que medio MS
libre de hormonas provee el mejor tratamiento para la disgregacion y el crecimiento de
células en suspensiéon, ademas de producir 0.0256 mg de acido galico/g de muestra

fresca.

2.5. Elicitacion

En el género Rubus, el contenido de fendlicos vegetales puede variar de acuerdo a
factores genéticos (género, especie, cultivar/genotipo) y ambientales (maduracion de
la fruta, edad de la planta, temporada de crecimiento, locacion en campo) (Lee et al.,
2012). Por lo que una de las estrategias que se han planteado para mejorar la
produccion y el contenido de metabolitos secundarios en los cultivos, como son los
polifenoles, es el uso y aplicacion de elicitores (Poulev et al., 2003; Ruiz-Garcia y
GOmez-Plaza, 2013). Los elicitores bibticos son moléculas que tienen un origen
biolégico, a partir de hongos, bacterias, virus, animales o plantas, que pueden ser
lipopolisacéaridos, polisacaridos, proteinas e incluso presentar una composicion
compleja como extractos de levadura (YE, por sus siglas en inglés), que pueden
generar cambios fisiologicos en las plantas al someterla a un estrés e inducir el
metabolismo secundario. Asi, el YE presenta diversos componentes que pueden
generar respuestas de defensa en la planta, tales como quitina, oligomeros N-
acetilglucosamina, B-glucanos, glicopéptidos y ergosterol, que estarian estimulando el
estrés oxidativo y la produccion de metabolitos secundarios (Baenas et al., 2014). De
igual manera, hormonas vegetales como acido salicilico jasmonatos (acido jasmonico
(AJ) y metil jasmonato (MJ)) se han considerado elicitores al inducir la expresién de
genes relacionados con vias de biosintesis de diferentes metabolitos (Baenas et al.,
2014).
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2.5.1. Elicitacién en zarzamoray frambuesa

Se ha reportado la aplicaciéon de diferentes elicitores en cultivos de zarzamora y
frambuesa. La aplicacion de MJ (0.01 o 0.1 mM) en frutos jévenes (etapa rosada) de
frambuesa y zarzamora aument6 el contenido de flavonoides y de antocianinas,
generando ademas en el fruto maduro, un incremento en su capacidad antioxidante
(Wang et al., 2007; Wang y Zheng, 2005). De igual manera, Flores y Ruiz del Castillo
(2014) reportaron que la aplicacion de MJ (0.01 o 0.1 mM) en frutos jovenes (etapa
verde) de diferentes variedades de frambuesa, produjo un aumento en la
concentracion de flavonoides (quercetina y miricetina) y de acido elagico, al igual que
un incremento en la actividad de PAL, probablemente a que constituye una enzima
clave en la via de biosintesis de flavonoides, mientras que la flavonol sintasa fue
inhibida por este mismo elicitor. Otros grupos han reportado que la inoculacién en raiz
de rizobacterias de Pseudomonas fluorescens N21.4, que promueven el crecimiento
de las plantas, estarian actuando como elicitores bi6ticos incrementando tanto la
calidad y rendimiento de los frutos de zarzamora, como el contenido total de
compuestos fendlicos y flavonoides, pero sin modificar la concentraciéon de

antocianinas (Garcia-Seco et al., 2013, 2015).

Ademas de la aplicacién de elicitores en plantas también se ha evaluado el uso de
elicitores en cultivos de células en suspension en zarzamora y frambuesa. Pedapudi
et al. (2000) determinaron que la adicion de MJ (12.5, 25 0 50 uM) a cultivos de células
en suspension de frambuesa, incrementd después 24 horas la concentracion de acido
p-cumarico, p-hidroxifenilbut-3-eno-2-ona (benzalacetona) y p-hidroxifenil-2-butanona
(cetona de frambuesa), siendo este un efecto transitorio ya que los niveles basales
regresan después de 3-4 dias). Por otro lado, Forni et al. (2016) evaluaron el uso de
elicitadores abioticos frio 5 °C, luz azul (450 nm) y luz roja (675 nm) en células en
suspension de frambuesa y zarzamora. El cultivo de células en suspension de
frambuesa no tuvo cambios en el contenido de fenoles o antocianinas en ningun
tratamiento, mientras que en cultivos celulares de zarzamora se observé un aumento

en la concentracién de antocianinas con el uso de luz roja.
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2.5.2. Elicitacion con YE y jasmonatos en cultivos de células en suspensidn para
la produccion de flavonoides

El uso de elicitadores en cultivos de células en suspension es una estrategia de
produccién biotecnologica permitiendo incrementar la produccion de metabolitos
secundarios, de interés. Cai et al. (2014) reportaron que en células en suspension de
manzana (Malus x domestica Borkh.) cv. Cox’s Orange Pippin elicitadas con una
concentracion final de 100 mg/L de YE hubo un incremento significativo de 2.7 y 5.1
veces de acido clorogénico y acido p-cumarico en el dia 3 post-elicitacion,
respectivamente, y 1.2, 2.5y 2.6 veces, de acido 4-hidroxibenzoico, acido clorogénico
y &cido p-cumarico en el dia 5 post-elicitacion, respectivamente. Del mismo modo, en
cultivos celulares de manzana cv. Florina elicitadas con una concentracion final de 3
g/L de YE hubo un aumento significativo de acidos fendlicos (acido clorogénico, acido
4-cumarico, acido ferulico y &cido benzoico) y flavonoides (como rutina) llegando a su
maximo 48 h post-elicitacion, precedido por un aumento en la actividad enzimatica de
PAL (Sarkate et al. (2017). No obstante, Cai et al. (2012) en cultivos de células en
suspension de Vitis vinifera L. cv. Gamay Fréaux elicitadas con una concentracion final

de 100 mg/L de YE no hubo diferencias en la produccion de antocianinas.

Por otro lado, Fang et al. (1999) en cultivos de células en suspension de Vaccinium
pahalae elicitadas con MJ a una concentracion final de 0.5 uM estimulé la produccion
de antocianinas. Igualmente, Qu et al. (2011) en cultivos celulares de V. vinifera L. cv.
Gamay Fréaux incremento la concentracion de antocianinas al ser elicitadas con MJ a
una concentracion final de 0.223 uM. También se ha reportado que en cultivos de
células en suspension de Hypericum perforatum la adicion de MJ con una
concentracion final de 100 uM incrementa 2.7 veces la cantidad de flavonoides totales
(Wang et al., 2015).

El trabajo publicado por el grupo de Suzuki et al. (2005) en cultivos de células en
suspension del modelo leguminosa Medicago truncatula demostré que en esta especie
el uso de dos diferentes elicitadores (YE vs. MJ) genera cambios en la expresion de
genes de diferentes rutas de biosintesis con respecto al control. En el caso de la

elicitacion de YE (40 g de glucosa equivalente/L) resultado en un aumento en los
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niveles de expresion de PAL y CHS, mientras que al elicitar con MJ (0.5 mM)
incremento la expresion de ANS y B-amirina sintasa (Suzuki et al., 2005). Con base en
los anteriores estudios mencionados, podemos observar que la elicitacion con YE vs
jasmonatos genera cambios en la produccion de diferentes metabolitos secundarios e

induce diferentes genes de la via de biosintesis de los flavonoides.
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3. Justificacion

Rubus idaeus (frambuesa) y R. fruticosus (zarzamora) producen compuestos fendlicos
y flavonoides, de interés, con reconocida actividad farmacologica y antioxidante, entre
otros efectos benéficos para la salud. El cultivo de células en suspension de estas
especies ofrece una alternativa para investigar la biosintesis de estos compuestos, aln
poco conocida en estas especies, asi como las condiciones que permitan el desarrollo
de estrategias biotecnolégicas para su produccion. La estrategia de utilizar dos
diferentes tipos de elicitadores de manera independiente, en el presente estudio (YE
vs. AJ) podria permitir disefiar estrategias de produccién diferentes dependiendo de
los metabolitos de interés.

Con base en lo anterior en el presente trabajo se plantea realizar las condiciones para
el establecimiento y mantenimiento de cultivos celulares en suspension de frambuesa
y zarzamora. Asi como, el efecto de elicitadores como YE y AJ sobre la expresion de
genes relacionados con la biosintesis de polifenoles (fenoles, flavonoides y

antocianinas) en los cultivos celulares.

4. Hipétesis

La adicion de elicitadores a los cultivos celulares de Rubus fruticosus provocara
cambios diferenciales en el perfil de polifenoles y en los niveles de expresion de

importantes genes de su biosintesis.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Determinar los cambios en el perfil de polifenoles y niveles de expresion de
importantes genes de biosintesis, (fenilamonio liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS),
flavanona 3-hidroxilasa (F3H) y antocianina sintasa (ANS); en cultivos celulares en

suspension de Rubus fruticosus bajo condiciones de estrés.

5.2 Objetivos especificos

e Establecer las condiciones para el cultivo de células en suspensién de Rubus

idaeus (frambuesa) y de Rubus fruticosus (zarzamora).

» Establecer condiciones de la elicitacion con acido jasménico y extracto de

levadura en cultivos celulares de Rubus fruticosus.

e Analizar los cambios en los niveles de expresion génica de PAL, CHS, F3H y

ANS en cultivos elicitados de Rubus fruticosus.
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6. Materiales y métodos
6.1. Material vegetal
6.1.1. Cultivo in vitro de plantulas de zarzamora y frambuesa

Las semillas de Rubus fruticosus (zarzamora) y Rubus idaeus (frambuesa) fueron
obtenidas de frutos maduros distribuidos por la empresa Naturipe® y Driscoll's®,
respectivamente. Los frutos fueron homogeneizados mediante el uso de una licuadora
comercial, la pulpa fue descartada y se colectaron las semillas mediante el uso de una
malla coladora. Posteriormente, las semillas lavadas fueron sometidas a un
pretratamiento con H2SO4 puro, 3 horas para las semillas de zarzamora y 1 hora para
las semillas de frambuesa, condiciones que han sido reportado que inducen la
germinacion en especies del género Rubus al romper la dormancia mediante la
escarificacion de la testa (Wada y Reed, 2011a, 2011b). Al término del tratamiento de
H2S0Oa4, las semillas fueron lavadas 3 veces con agua desionizada y se llevé a cabo su
desinfestacion en el siguiente orden en condiciones bajo una campana flujo laminar:
1) solucién de cloro comercial 50% (NaClO 2.5% m/v) por 15 minutos, 2) tres lavados

de agua desionizada estéril.

Se colocaron 50 semillas por especie en cajas Petri estériles de 100 x 15 mm
conteniendo 25 mL medio (MS) Murashige y Skoog (1962) con ¥z de la concentracion
de las sales inorganicas, al que se le adiciono 1% (P:V) de sacarosay 2 g/L de Gelrite
a un pH ajustado de 5.8, antes de esterilizarlos en autoclave. Las placas con las
semillas fueron colocadas a 4 °C durante 48 horas para su sincronizacion,
posteriormente se colocaron en fotoperiodo largo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad a 25 °C. Después de 3 semanas las semillas germinadas fueron
resembradas en medio MS completo adicionado con 2% (P:V) de sacarosa, 0.5 mg/L
de &cido indolacético (IAA) y 2 g/L de phytagel (Sigma), a un pH ajustado de 5.8, en
condiciones de fotoperiodo largo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a 25°C.

6.1.2. Micropropagacion de zarzamora y frambuesa

A partir de plantulas germinadas in vitro se seleccionaron diferentes tipos de explantes

para su micropropagacion. En condiciones de esterilidad se procedio a seleccionar
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hojas jovenes y nodos (0.5 cm) de plantulas de frambuesa y zarzamoras. Los
explantes fueron cultivados en medio MS completo adicionado con 3% (P:V) de
sacarosa, 2 g/L de phytagel (Sigma), 1 o 2 mg/L de bencilaminopurina (BAP) y 0.1 o
0.5 mg/L de IBA, a un pH ajustado de 5.8, antes de esterilizarlos en autoclave, y se
colocaron en condiciones de fotoperiodo largo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad a 25 °C. Después de 1 mes los brotes generados fueron aislados y
subcultivados en medio MS completo adicionado con 2% (P:V) de sacarosa, 2g/L de
phytagel (Sigma), 0.5 mg/L de &cido indolacético (IAA), a un pH ajustado de 5.8, en

condiciones de fotoperiodo largo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a 25°C.

6.1.3. Cultivo in vitro de callo de zarzamora y frambuesa

A partir de las plantulas micropropagadas, generadas in vitro en medio MS con 0.5
mg/L de IAA de 2 meses y medio de edad, las hojas jovenes se emplearon como
explantes y se colocaron en medio MS o Gamborg B5 (Gamborg et al.,1968) completos
llamados medios de induccion de callos adicionados con 3% (P:V) de sacarosa, 2 g/L
de phytagel, 0.1 mg/L de cinetina (KIN) vy 1, 2 o 3 mg/lL de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) o0 2, 3y 4 mg/L de NAA a pH ajustado de 5.8, antes de ser
esterilizados en autoclave, en condiciones de oscuridad a 25 °C. Posteriormente, se
subcultivaron los callos generados de zarzamora en medio MS completo llamados
medios de callos de resiembra adicionado con 3% (P:V) de sacarosa, 2 g/L de
phytagel, 50 mg/L de L-cisteina suplementado con 0.1 mg/L de KIN y 3 mg/L de NAA
0 0.1 mg/L de KINy 2 mg/L de 2,4-D a pH ajustado de 5.8, en condiciones de oscuridad
a 25 °C. Mientras que los callos generados de frambuesa se subcultivaron en medio
MS completo adicionado con 3% (P:V) de sacarosa, 2 g/L de phytagel, 0.1 mg/L de
KIN, 2 mg/L de 2,4-D y 50 mg/L de L-cisteina a pH ajustado de 5.8, en condiciones de

oscuridad a 25 °C.

6.1.4. Cultivo in vitro de células en suspension de zarzamoray frambuesa

Los callos de zarzamora generados del medio Gamborg B5 suplementado con 2 mg/L
de 2,4-D, 0.1 mg/L de KIN y 50 mg/L de L-cisteina en condiciones de oscuridad fueron
seleccionados para proceder a su cultivo en suspension. Empleando 3 g de peso

fresco (PF) de callo fueron disgregados en matraces Erlenmeyer de 125 mL
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conteniendo 50 mL de medio MS o Gamborg B5 completos adicionados con 3% (P:V)
de sacarosa, a pH ajustado de 5.8, adicionados con 0.1 mg/L de KINy 2 mg/L de 2,4-
D o 3 mg/L de NAA como reguladores de crecimiento, usando agitacion orbital
constante de 110 rpm y bajo intensidad de luz continua de 14.63 ymol m2 s o en
condiciones de oscuridad, 25 ° C (Tabla 3). Para el establecimiento Las células se
subcultivaron cada 3 semanas por dilucion v/v (1:5), posteriormente después de 6
semanas fueron transferidos a matraces de 250 mL con un volumen de medio de 75
mL a partir de 5 g de PF de los cultivos celulares establecidos, de los cuales se evalud
el crecimiento calculando la diferencia del peso seco (PS) inicial frente al peso final del
tejido. Los cultivos celulares del medio Gamborg B5 adicionado con 3 mg/L de NAA en
condiciones de oscuridad fueron llevados a un volumen final de 250 mL en matraz de
1L,y fueron empleados como in6culo para los experimentos de elicitacion y el ensayo
de cinética (Fig. 5).

Los cultivos de células de suspension de frambuesa se originaron de los callos
producidos en medio MS adicionado con 2 mg/L de 2,4-D, 0.1 mg/L de KIN y 50 mg/L
de L-cisteina. Empleando 3 g de PF de callo fueron disgregados matraces de 125 mL
con 50 mL de medio Gamborg B5 completos adicionados con 3% de sacarosa, a pH
ajustado de 5.8, suplementado con 3 mg/L de NAA, usando agitacion orbital constante
de 110 rpm y bajo condiciones de oscuridad 25 °C. Para el establecimiento del cultivo
las células fueron subcultivadas cada 3 semanas por dilucién v/v (1:5). Los cultivos

celulares establecidos fueron llevados a un volumen final de 250 mL en matraz de 1 L.

Tabla 3. Abreviaturas de los medios de cultivo células en suspension.

Medio de cultivo | Reguladores de crecimiento Condiciones de cultivo | Abreviatura
Murashige & | 2.0 mg/L de 2,4-D + 0.1 mg/L de Oscuridad M21-0
Skoog KIN

Murashige & | 2.0 mg/L de 2,4-D + 0.1 mg/L de Luz continua M21-L
Skoog KIN

Gamborg B5 ilcl)\l mg/L de 2,4-D + 0.1 mg/L de Oscuridad B21-O
Gamborg B5 il(l)\l mg/L de 2,4-D + 0.1 mg/L. de Luz continua B21-L
Gamborg B5 3.0 mg/L de NAA Oscuridad B30-O
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Figura 5. Diagrama de propagacion por dilucion v/v (1:5) para los cultivos de células en
suspension de Rubus fruticosus y Rubus idaeus.

6.2. Cinética de células en suspension de zarzamora

Los cultivos de células en suspensién de zarzamora generados en medio Gamborg B5
adicionado con 3 mg/L de NAA en condiciones de oscuridad fueron seleccionados para
realizar una cinética. Las células obtenidas del cultivo inéculo fueron filtradas y
pesadas 5.4 £ 0.34 g de PF y llevadas a matraces de 250 mL conteniendo 50 mL de
medio Gamborg B5 al 3% (P:V) de sacarosa, pH 5.8 y 3 mg/L de NAA y cultivadas en
condiciones de oscuridad a 25 C, y agitaciéon orbital constante de 110 rpm.
Posteriormente, se determind la produccion de biomasa, separando las células por
filtracion, donde se determiné su peso fresco (PF) y peso seco (PS) (llevandolas a

sequedad durante 48 h a 37°C), cada tercer dia durante 24 dias por triplicado.
6.3. Elicitacion de cultivo de células de zarzamora

Las células obtenidas del cultivo in6culo (de 3 meses de edad) fueron pesadas (2.5 g
PF) e inoculadas en matraces de 250 mL conteniendo 50 mL de medio Gamborg B5
al 3% (P:V) de sacarosa, pH 5.8 y adicionado con 3 mg/L de NAA. Los cultivos fueron
incubados bajo condiciones anteriormente descritas. Después de 7 dias de crecimiento

(fase exponencial) se adicionaron 1 mL de extracto de levadura (Sigma) disuelto en
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agua destilada y previamente esterilizado, para obtener una concentracion por frasco
de 1.0 mg/mL, o por aplicacién de 20 pL de solucion de acido jasménico (AJ) disuelto
en etanol puro para obtener una concentracion final de 200 pM. Se utilizé 20 pL de
etanol puro para el tratamiento control, las soluciones alcohélicas fueron esterilizadas
por filtracion a través de membranas de nylon tipo PDVF 0.22 ym. Después de 24y 72
h post-elicitacion las células elicitadas fueron recolectadas por filtracién, congeladas
en nitrégeno liquido y almacenadas en congelacion (-80 °C) para su analisis posterior.
La elicitacién se realiz6 por triplicado para cada condicion.

6.4. Analisis de la expresion de genes relacionados con la biosintesis de
flavonoides

Se analizaron los cambios en la expresién de genes relacionados con la biosintesis de
flavonoides bajo el tratamiento de elicitacién con 1 mg YE/mL y 200 uM de AJ a los
cultivos de células en suspension de zarzamora como se describe anteriormente 6.3.
Para lo cual se hizo una seleccibn de genes claves en la ruta de

fenilpropanoides/flavonoides.

6.4.1. Identificacion de secuencia de genes a partir de bases de datos

Se desarroll6 una busqueda de las enzimas involucradas en la via fenilpropanoides
(fenilamonio liasa (PAL)) y la via de biosintesis de flavonoides (chalcona sintasa
(CHS), flavanona 3-hidroxilasa (F3H) y antocianina sintasa (ANS)), reportadas en
Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. en el sitio https://www.arabidopsis.org/. Para cada

proteina se realizd un tBLASTn aplicando como criterio organismo “Rubus

(taxid:23216)” en la plataforma https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi, se

seleccionaron aquellos genes con un porcentaje de cobertura = 90%, un umbral de E
> 101° y porcentaje de identidad = 80%. Por ultimo, se descargd el transcriptoma
disponible de Rubus idaeus cv. Heritage reportado por Travisany et al. (2019), en la
plataforma Genome Database for Rosaceae. (https://www.rosaceae.org/, Jung et al.,
2019). Utilizando el programa Bioedit 7.0.4
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htmL) se realizé un tBlastn de las enzimas

obtenidas del género Rubus en National Center for Biotechnology Information (NCBI)

para encontrar los mMRNA correspondientes a los genes antes mencionados.
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Para la seleccion del gen de referencia se empleo el gen de Histona H4 (HisH4), que
ha sido reportado, que se expresa de manera mas estable ante diferentes condiciones
experimentales en fresa (Fragaria x ananassa) (Zhang et al., 2018), perteneciente a la
misma familia y subfamilia (Rosoideae) que el género Rubus. Para la identificacion de
este gen en Rubus idaeus se realizé un tBLASTn empleando el programa Bioedit 7.0.4
utilizando la secuencia de aminoacidos para la proteina de HisH4 de la fresa en el
transcriptoma de R. idaeus cv. Heritage para seleccionar la secuencia correspondiente
al mMRNA de este gen, dado que no se encuentra reportado en la plataforma NCBI.

6.4.2. Disefio de oligonucledtidos para ensayos de qPCR

Se realizé un alineamiento con las secuencias de genes reportados en el género
Rubus y de las secuencias del transcriptoma de R. idaeus (Anexo 1) para determinar

las zonas que presentaran menor variacion en las secuencias de oligonucleotidos.

Los oligonucleétidos fueron disefiados empleando el sitio web Primer3plus
(http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) empleando los parametros

estandar, a excepciéon de los siguientes parametros: rango de tamafio de productos
150-200 pb, tamafio de primer 20-27 (6ptimo 21) y temperatura de fusion (Tm) del
primer 63-66°C (6ptima 64.5°C, diferencia maxima de Tm 1°C). Para la determinacion
de la estructura secundaria y la dimerizacion, se utilizo el sitio web "Beacon designer

Free Edition" (http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1). Se

seleccionaron el par de oligonucleétidos con valores de AG> -5. Para la seleccion del
par de oligonucleétidos que no amplifican los productos de PCR que forman
estructuras secundarias con doble Tm, se utiliz6 la herramienta bioinforméatica UMELT
(Dwight et al., 2011) con los siguientes parametros: [Mono*] 50 mM vy free [Mg**] 1.5
mM.

6.4.3. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA.

El RNA fue extraido empleado el método reportado por Huded et al. (2018) con algunas
modificaciones descritas a continuacién. Las células (250 mg de PF) fueron
pulverizadas con mortero y pistilo de porcelana en nitrégeno liquido junto con 0.12 g

de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Se adicion6 1.5 mL de buffer de extraccion (30 g/L
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CTAB, 20 g/L polivinilpirrolidona (PVP) K-30, 200 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA
pH 8.0, 1.4 M NaCl y 2% B-mercaptoetanol, descrito por Chen et al. (2012b),
previamente calentado por 5 minutos a 65°C, a las células y el PVPP y se molieron en
conjunto en nitrogeno liquido. Se transfirié el material a tubos nuevos de 15 mL y se
incubo a bafio Maria por 20 min a 65°C, se dej6 enfriar por 2 min en hielo. Se adiciono
750 uL de fenol y 750 L de cloroformo, se agitd por vortex por 2 min 'y se dejo 5 min
en hielo. El tubo fue centrifugado a 5,000 g a 4°C por 30 min y el sobrenadante se
transfirié a tres tubos de 2 mL (500 pL del sobrenadante a cada tubo), a los cuales se
les adicion6 150 pL de acetato de potasio 3 M (pH 5), 175 pL de fenol y 175 pL de
cloroformo. Los tubos fueron mezclados vigorosamente por 30 s y mantenidos por 10
min a -20°C y centrifugados a 15,000 g a 4°C por 10 min. El sobrenadante colectado
fue transferido a tubos nuevos de 1.5 mL, se le adicion6 50 pL de acetato de sodio 3
M (pH 5) y 500 pL de isopropanol frio y fueron agitados brevemente por vértex, para
después ser incubados a -20°C por 2 horas y finalmente centrifugados a 15,000 g por
15 min a 4°C. El pellet obtenido fue lavado con etanol al 70% y se centrifugd
nuevamente a 15,000 g por 15 min a 4°C. El etanol fue eliminado cuidadosamente,
mientras el RNA se pudo observar al fondo en la parte inferior de las paredes del tubo.
Finalmente, el RNA obtenido se disolvié en 5 pl de agua desionizada estéril por 5 min

a 60°C y se juntaron los pellets, obteniendo un volumen final de 15 pl.

La concentracion y la pureza del RNA obtenido se determind mediante un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo scientific) y su integridad se determind
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% en condiciones desnaturalizantes
con tincién de bromuro de etidio. La contaminacion con DNA gendmico se elimind con
el kit de DNAasa | #£ENO521 (Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El cDNA fue sintetizado a partir de 1 ug de RNA utilizando el kit de sintesis
de cDNA de primera cadena de RevertAid #K1622 (Thermo Scientific).

6.4.4. Evaluacién de la expresion relativa de genes por gRT-PCR

El analisis de RT-gPCR para cada gen se realizé empleando 1.5 pL (150 ng) del cDNA

en un volumen final de reaccién de 16 L, con una concentracion de oligonucleétidos
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de 0.1 yM (0.05 uM para el gen F3H) utilizando el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR

(Thermo Scientific).

Para la evaluacion se utilizé el sistema de deteccion PCR en tiempo real touch CFX96
(Bio-Rad Laboratories) y el software CFX Manager™, bajo las siguientes condiciones:
50 °C durante 2 min a 1 ciclo, 95 °C durante 10 min a 1 ciclo y luego 40 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C durante 15 s, alineacion y extension a 60 °C durante 60 s.
Para la confirmacion de la formacién de un sélo producto, se realizé una curva de
fusién y un gel de electroforesis al 2% de agarosa. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado y para cada uno se utilizdé un control negativo de agua libre de

nucleasas.

La cuantificacion relativa de la expresion génica se calculé a partir de los datos de
ARn, obtenidos en el analisis de qPCR, los cuales fueron procesados en la aplicacion
en linea "MINER" (http://ewindup.info/miner/) para obtener los valores de eficiencia (E)
y de umbral Ct para cada gen. Los niveles de expresion génica se calcularon a partir
del ACt (Zhao y Fernald, 2005) usando HisH4 como gen de referencia y fueron

normalizados al valor minimo para gen y tiempo post-elicitacion, respectivamente.

6.5. Analisis estadistico

Los experimentos fueron realizados por triplicado y se reportaron los valores de la
media y su desviacién estandar. Los resultados fueron sujetos a un andlisis de
varianza a una via (ANOVA). Las diferencias significativas entre las medias de los
parametros fueron determinadas aplicando la prueba de Tukey con un nivel de

significancia de 0.05.
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Resultados y Discusion
7.1 Germinacién in vitro de semillas de Rubus fruticosus y R. idaeus

Las semillas de la zarzamora (R. fruticosus, Fig. 6A izquierda) tienen una morfologia
ovalada con una longitud de 3 mm y un ancho de 1.5 mm, presentan una testa
notablemente reticulada con una region de rafe derecha. Por el otro lado, las semillas
de frambuesa (R. idaeus, Fig. 6A derecha) tienen una morfologia ovalada con una
longitud de 2.5 mm y un ancho de 1 mm, presentan una testa reticulada con una region

de rafe derecha y un borde inferior concavo.

Para la germinacién de las semillas se realizé un ensayo con 50 semillas utilizando
diferentes tiempos de escarificacion en H2SO4 concentrado (98%), y su posterior
desinfestacién en condiciones bajo una campana flujo laminar. Las semillas de la
frambuesa (Rubus idaeus) obtuvieron el mayor porcentaje de germinacion de 71.2%
al cabo de 3 semanas cuando fueron sometidas a 1 h de escarificacion comparado
con el conseguido de solo 12.5% con los tratamientos de 30 min y de 20% cuando se
expuso las semillas por 2 h (Fig. 6B). En el caso del tratamiento de 3 h ninguna semilla
germind, probablemente debido a que un mayor tiempo de exposicion al H2SO4
disminuye la viabilidad de las semillas (Wada y Reed, 2011a). No obstante, las
plantulas germinadas por el tratamiento de sus semillas no presentan diferencias
morfologicas en los tres tiempos de exposicion al acido. Por su parte, en las semillas
de zarzamora (R. fruticosus) se observé un porcentaje de germinacién del 60.3%
cuando fueron sometidas a 3 horas de H2SOa4 (Fig. 6B), siendo el Unico tratamiento
gue permitié su germinacion al cabo de 3 semanas. Los tratamientos de escarificacion
permitieron la obtencion plantulas in vitro de zarzamora (Fig. 6C) y frambuesa (Fig.
6D).

Posteriormente, se evalu6 por triplicado el curso de la germinaciéon de R. idaeus y R.
fruticosus en el tiempo (Fig. 7), donde se consideré como semilla germinada aquellas
plantulas que presentaran hojas y raiz. En el caso de R. idaeus se evaluo el tiempo de
escarificacion optimo, después de 1 semana de ser sembradas las semillas con
tratamiento de 1 h en H2SO4 mostraron 13.89 + 4.81% de germinacién mientras que

las semillas con tratamiento de 30 min en H2S0Os4 mostraron 1.85 + 1.60% de
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Figura 6. Germinacion in vitro de semillas de Rubus fruticosus y Rubus idaeus. A) Semillas de
R. fruticosus (a la izquierda) y de R. idaeus (a la derecha). B) Porcentaje de germinacion in
vitro de R. fruticosus y R. idaeus después de 3 semanas empleando diferentes tiempos de
escarificacion con H,SO4. C) Plantulas de R. fruticosus germinada in vitro de 3 semanas de
edad, despues de iniciada la germinacién. D) Plantulas de R. idaeus germinada in vitro de 3
semanas de edad, despues de iniciada la germinacién

31



germinacion, en la semana 2 las semillas con 1 h de tratamiento obtuvieron 46.30 *
14.25% de germinacion en tanto que las semillas con 30 min de tratamiento obtuvieron
12.04 + 3.21% de germinacion, posteriormente en la semana 3 las semillas con 1 h de
tratamiento lograron 61.11 + 13.89% de germinacion durante ese tiempo las semillas
con 30 min de tratamiento obtuvieron 27.78 + 5.56% de germinacion, y finalmente, en
la semana 4 las semillas con 1 h de tratamiento alcanzaron 67.59 + 15.30% a la vez
gue las semillas con 30 min de tratamiento alcanzaron 37.04 £ 10.52%. Las semillas
tratadas con 1 h de H2SO4 mostraron diferencias significativas (P <0.05) desde la
semana 1 post-siembra comparadas con las tratadas con 30 min, mostrando que este
tiempo es el adecuado para la germinacion in vitro de semillas de frambuesa. Lo cual
concuerda a lo reportado en especies del mismo subgénero (ldaeobatus) que su
tiempo de escarificacion es de 1 hora en H2SO4 para romper la dormancia (Wada y
Reed, 2011a, 2011b). Donde reportaron que la escarificacion de H2SOa4 reducia las
capas de las semillas, y que ademas puede tener efectos adicionales sobre la quimica

de la cubierta de la semilla.

En el caso del curso de la germinacion de R. fruticosus se evalud el efecto de PVP
(150 mg/L) en el medio de cultivo con el fin de mejorar la germinacion de sus semillas.
Después de una semana, las semillas tratadas con H2SOas por 3 h que fueron
germinadas en medio MS con % de la concentracion de las sales inorgénicas, 1% (P:V)
de sacarosa y 2 g/L de Gelrite a un pH ajustado de 5.8, con o sin 150 mg/L de PVP
mostraron 1.85 + 1.60% de germinacion, en la semana 2 las semillas en medio sin
PVP obtuvieron 37.04 + 8.02% de germinacion en tanto que las semillas en medio con
PVP obtuvieron 29.63 + 11.23%, posteriormente en la semana 3 las semillas en medio
sin PVP lograron 39.81 + 8.02% de germinacién durante ese tiempo las semillas en
medio con PVP lograron 37.96 + 10.52% de germinacién, y finalmente, en la semana
4 las semillas en medio sin PVP alcanzaron 43.52 + 4.24% de germinacion a la vez
que las semillas en medio con PVP alcanzaron 47.22 £+12.11% de germinacion. Los
resultados muestran que no hubo diferencias en cuanto al porcentaje de germinacion
de las semillas con PVP adicionado al medio de cultivo y las semillas control, por lo

que demuestra que la adicion de PVP no tuvo un efecto en la germinacion de las
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Figura 7. Curso de germinacién de Rubus idaeus y Rubus fruticosus en el tiempo. Se
observa el porcentaje de germinacion in vitro de semillas de R. idaeus durante 4 semanas,
empleando los tratamientos de escarificaciéon de 30 min en H,SO4 y 1 h en H.SO, (Panel
superior). Se observa el porcentaje de germinacion in vitro de semillas de R. fruticosus
durante 4 semanas, empleando los tratamientos de escarificacion de 3 h en H.SO4y 3 h en
H.SO4 con 150 mg/L de PVP en el medio MS con ¥ de sales inorganicas (Panel inferior).
Cada punto indica la media + desviacion estandar (n=3). * indica diferencias significativas
en el mismo tiempo, P <0.05.

semillas de zarzamora. En concordancia a reportes previos de especies del mismo
subgénero, Rubus, el tiempo de escarificacion fue de 3 h en H2SO4 para su
germinacion (Wada y Reed, 2011a, 2011b).

Diversos estudios han descrito que las semillas de la zarzamoras y la frambuesa
poseen una dormancia doble causada por una testa dura e impermeable, que restringe
la absorcidon de agua y oxigeno y evita mecanicamente que el embrion se hinche, y
ademas varios mecanismos adicionales como inhibidores quimicos, tales como
polifenoles (Wada y Reed, 201la, 2011b). Se ha reportado la presencia de

proantocianidinas en la testa de diferentes especies del género Rubus, que

33



aparentemente contribuyen a la dureza de la capa de las semillas y la latencia
resultante de las semillas. Esta dormancia puede ser rota si la testa de la semilla es
removida o escarificada con agentes quimicos, como el H2SO4, para permitir una
germinacion satisfactoria (Hummer y Peacock, 1994). Los resultados obtenidos
demuestran que es necesario la escarificacion de las semillas con H2SOa4 para su
germinacion in vitro, no obstante el tiempo puede variar dependiendo del subgénero al
que pertenezca la especie (Wada y Reed, 2011a, 2011b). Se adicion6 PVP K-30 a una
concentracion de 150 mg/L al medio de cultivo en el que fueron sembradas las semillas
de zarzamora con el fin de mejorar el porcentaje de germinacion al evitar la oxidacion
de los polifenoles liberados en el proceso de germinacion. ElI PVP es una poliamida
que, en el caso de contacto con los fenoles, estos son adsorbidos a través de uniones
hidrégeno, previniendo asi su oxidacién (George, 1993). No obstante, no hubo
diferencias en cuanto a la adicion de PVP en el medio de cultivo, por lo que la
degradacion de proantocianidinas, como otros posibles polifenoles, se logra solamente
con la escarificacion de H2SOa. La germinacion no es sincronica es asi que el mayor
porcentaje se obtuvo al mes de siembra, no obstante en otras especies del género
Rubus (R. caesius, R. georgicus y R. ursinus) su germinacién puede iniciarse en el
mes 4 y su mayor porcentaje de germinacion, alrededor del 90-100%, se lograria al
mes 5 (Wada y Reed, 2011b).

7.2. Micropropagacion de Rubus fruticosus y R. idaeus

Durante el desarrollo de este proyecto se realizé un protocolo de micropropagacion
con el fin de lograr un stock de plantas madre para los siguientes experimentos de
induccion de callo. Se empleé como explantes, hojas jovenes, de 1 mes y medio de
edad, y nodos, de 0.5 cm con una yema axilar. Se utilizé el medio MS adicionado con
diferentes concentraciones de la auxina IBA (0.1 6 0.5 mg/L) y la citocinina BAP (1 0 2
mg/L) en condiciones de fotoperiodo (16 h luz/8 h oscuridad), con 4 explantes de hojas
jovenes y 4 explantes de nodo por cada tipo por combinacion (IBA 0.1 mg/L + BAP 1
mg/L, IBA 0.1 mg/L + BAP 2 mg/L, IBA 0.05 mg/L + BAP 1 mg/L y IBA 0.05 mg/L +
BAP 2 mg/L) (Fig. 8).

34



En los explantes de hojas jovenes de plantas in vitro no se observo respuesta de
formacion de brotes empleando los diferentes tratamientos en ninguna de las dos
especies. Con la excepcién de un unico explante de hoja de zarzamora que generé un
brote en medio MS suplementado con IBA 0.1 mg/L y BAP 1 mg/L (Fig. 8A), mientras
gue en los demas explantes de ambas especies se observo el desarrollo de callo verde
compacto (Fig. 8B). Por otro lado, los explantes de nodos mostraron buenos resultados
en la formacién de brotes para ambas especies (Fig. 8C). Los explantes de nodo de
zarzamora solo indujeron brotes cuando se adiciono IBA a una concentracion de 0.1
mg/L, mientras que los explantes de nodo de frambuesa, indujeron brotes en todas las
combinaciones de reguladores de crecimiento, de IBA y BAP empleadas. Ademas, los
explantes de nodo de frambuesa tuvieron un mayor porcentaje de supervivencia (50%)
a comparacion de los explantes de zarzamora (33.3%), los cuales se oxidaron.

La zarzamora y la frambuesa son dos especies de gran valor comercial por lo que se
han desarrollado diversos protocolos de micropropagacion (Anderson, 1980; Debnath,
2004, 2010; Donnelly y Daubney, 1986; Fiola et al., 1990; Vujovi¢ et al., 2010). Varios
grupos han mostrado resultados exitosos empleando hojas jovenes de plantas in vitro
como explante (Mezzetti et al., 1997; Meng et al., 2004; Gupta y Mahalaxmi, 2009). No
obstante, las variedades empleadas en el proyecto no mostraron respuesta al utilizar
este mismo tipo de explante, pese de manejar los mismos reguladores de crecimiento
y Sus concentraciones con mayor numero de brotes que los reportados por Mezzetti et
al., (1997) Meng et al., (2004) y Gupta y Mahalaxmi, (2009). Asimismo, Fira et al.,
(2011) han descrito el uso de nodos como explantes para protocolos de
micropropagacion. Los resultados obtenidos muestran que este tipo de explante es el
mejor para la induccion de brotes en ambas especies. El genotipo de las variedades
de frambuesa y de zarzamora es un factor clave para la induccién de organogénesis
directa, por lo que esto podria explicar la respuesta de cada tejido, asi como las

diferencias con los trabajos previos.

Al cabo de 1 mes, los brotes generados fueron aislados y colocados en medio MS
adicionado con IAA 0.5 mg/L para su crecimiento y enraizamiento (Fig. 8D). Después
de un mes del crecimiento en medio MS adicionado con IAA 0.5 mg/L se registro el
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namero de hojas y la longitud del tallo de cada planta. Las plantas de frambuesa
generadas a partir de 1.0 mg/L de BAP y 0.1 mg/L de IBA obtuvieron 12.5 £ 4.9 hojas
y una longitud de tallo de 3.0 £ 1.4 cm, mientras que las plantas de zarzamora
desarrolladas de esta misma concentracion de reguladores obtuvieron 12.3 £ 9.3 hojas
y una longitud de tallo de 1.7 £ 0.8 cm. Las plantas de frambuesa producidas
empleando 1.0 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de IBA alcanzaron 11.5 + 0.7 hojas y una
longitud de tallo de 2.5 £ 0.7 cm. Las plantas de frambuesa resultantes utilizando 2.0
mg/L de BAP y 0.1 mg/L de IBA lograron 8.0 £ 2.8 hojas y una longitud de tallo de 3.5
+ 0.7 cm, en ese tiempo las plantas de zarzamora generadas con la misma
concentracion de reguladores lograron 24.5 + 7.8 hojas y una longitud de tallo de 2.2
+ 0.3 cm. Por ultimo, las plantas de frambuesa producidas al usar 2.0 mg/L de BAP y
0.5 mg/L de IBA consiguieron 12.7 + 5.7 hojas y una longitud de tallo de 3.0 + 1.0 cm.
Adicionalmente, todas las plantas generadas desarrollaron raiz. Sin embargo, no hubo
diferencias en el nimero de hojas ni en la longitud del tallo de las plantas generadas
en los diferentes medios empleados, al ser analizadas con su respectiva especie. Por
lo tanto, es necesario seguir evaluando la combinaciéon adecuada de reguladores de

crecimiento que permita obtener el mayor nimero de brotes.
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Figura 8. Micropropagacion de Rubus fruticosus y R. idaeus. A) Brote generado a partir de
explante de hoja de R. fruticosus después de 1 mes en medio MS adicionado con BAP 1.0
mg/L y IBA 0.1 mg/L. B) Callo generado a partir de explantes de hoja de R. fruticosus después
de 1 mes en medio MS adicionado con BAP 2.0 mg/L y IBA 0.1 mg/L. C) Desarrollo de brotes
en explantes de nodos de R. idaeus después de 2 semanas en medio MS adicionado con BAP
2.0 mg/Ly IBA 0.1 mg/L. D) Brotes aislados a partir de explantes de nodo de R. idaeus después
de 1 mes en medio MS adicionado con BAP 2.0 mg/L y IBA 0.1 mg/L. E y F) Desarrollo de
plantulas de 2 meses y medio micropropagadas de R. idaeus y R. fruticosus, respectivamente,
en medio MS adicionado con IAA 0.5 mg/L.
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7.3 Induccidn y establecimiento de callos Rubus fruticosus y R. idaeus

Las hojas jovenes provenientes de plantas micropropagadas in vitro de zarzamora y
frambuesa, de 2 meses y medio de edad desarrolladas en medio MS adicionado con
IAA 0.5 mg/L, fueron seleccionadas como explantes para la induccién de callo primario
(Fig. 9, Anexo 3). Las hojas fueron dafiadas mecénicamente realizando cortes
transversales con bisturi y se colocaron con orientacion adaxial en medio MS o
Gamborg B5 adicionado con 0.1 mg/L de KIN vy diferentes concentraciones de 2,4-D
(1 0 2 mg/L) o NAA (2, 3 0 4 mg/L) en condiciones de obscuridad por 1 mes. Los
mejores resultados para la induccién de callo de ambas especies fue el medio
Gamborg B5 adicionado con 0.1 mg/L de KIN y 2.0 mg/L de 2,4-D (Fig. 9 Ay B),
ademas en la zarzamora el medio MS adicionado con 0.1 mg/L de Kin y 3.0 mg/L de

NAA también mostro buenos resultados en la induccién de callo (Fig. 9C).

Posteriormente, se subcultivaron los callos de ambas especies en su respectivo medio
en el que fueron inducidas, MS o Gamborg B5 empleando 0.1 mg/L de KIN vy las
concentraciones de 2.0 mg/L de 2,4-D o 3.0 mg/L NAA, que fueron las que mostraron
mejor respuesta comparada con sus diferentes concentraciones en el proceso de
induccion, ademas se agregd 50 mg/L de L-cisteina para evitar la oxidacion del callo
(Donnelly et al., 1980).

Los callos de frambuesa después del segundo subcultivo se oxidaron por completo o
mostraron nulo crecimiento en los medios MS con 3 mg/L NAAy 0.1 mg/L KIN, B5 con
3 mg/L NAAy 0.1 mg/L KIN 'y B5 con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN, mientras que los
callos desarrollados en el medio MS con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN crecieron
favorablemente. Después de 2 subcultivos se logré establecer un callo altamente

friable de color amarillo claro empleando este medio de cultivo (Fig. 9D).

Por otro lado, los callos de zarzamora del medio Gamborg B5 con 2 mg/L 2,4-Dy 0.1
mg/L KIN y MS con 3 mg/L NAA y 0.1 mg/L KIN desarrollaron el mayor crecimiento y
friabilidad a comparacién de los callos en medio MS con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN
y Gamborg B5 con 3 mg/L NAA y 0.1 mg/L KIN. Después de 2 subcultivos el callo de
zarzamora establecido en medio Gamborg B5 con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN formo

un callo poco friable de color amarillo-dorado (Fig. 9E), mientras que el callo
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establecido en medio MS con 3 mg/L NAAy 0.1 mg/L KIN desarrollé un callo altamente

friable de color café claro (Fig. 9F).

Figura 9. Induccién y establecimiento de callo de Rubus idaeus y R. fruticosus. A) Callo de R.
idaeus generado en medio Gamborg B5 adicionado 2 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN, de 3
semanas de edad. B) Callo de R. fruticosus generado en medio Gamborg B5 adicionado 2
mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN, de 3 semanas de edad. C) Callo de R. fruticosus generado
en medio MS adicionado 3 mg/L de NAA 'y 0.1 mg/L de KIN, de 3 semanas de edad. D) Callo
de R. idaeus establecido en medio MS adicionado con 50 mg/L de L-cisteina, 2 mg/L de 2,4-D
y 0.1 mg/L de KIN, de 3 meses de edad. E) Callo de R. fruticosus establecido en medio
Gamborg B5 adicionado con 50 mg/L de L-cisteina, 2 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN, de 3
meses de edad. F) Callo de R. fruticosus establecido en medio MS adicionado con 50 mg/L de
L-cisteina, 3 mg/L de NAA 'y 0.1 mg/L de KIN, de 3 meses de edad.

De igual manera se utilizaron cotiledones y segmentos del hipocétilo 1 cm de plantulas
de frambuesa, germinadas in vitro de 2-3 semanas de edad, para la induccién de callo
primario (Fig. 10, Anexo 3) para ser comparados con los callos inducidos de hoja,
debido a los problemas de oxidacién presentes en este tejido. Los explantes fueron
colocados en condiciones de obscuridad en medio MS adicionado con las mismas
concentraciones de 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN o 3 mg/L NAA y 0.1 mg/L KIN. Los
explantes de cotiledones fueron incapaces de inducir formacion de callo bajo todos los
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tratamientos probados. No obstante, los segmentos de hipocatilo empezaron a mostrar
respuesta a la semana de ser inoculados (Fig. 10 Ay B), y al cabo de 3 semanas los
callos producidos en medio MS adicionado con 3 mg/L NAA 'y 0.1 mg/L KIN produjeron
callos de mayor tamafio (Fig. 10C) a comparacion de los callos producidos en este
mismo medio con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN (Fig. 10D). Sin embargo, después de
un mes de induccion los callos se oxidaron. Debido a este problema, los explantes de
cotiledones e hipocotilo se descartaron para la induccién de callo primario.

La induccion de callo es un proceso multifactorial que depende de la especie, del tipo

Figura 10. Induccién de callo primario de Rubus idaeus en explantes de hipocétilo. Ay C)
Callo generado en medio MS adicionado con 3 mg/L de NAA y 0.1 mg/L de KIN, de 1y 3
semanas de edad, respectivamente. B y D) Callo generado en medio MS adicionado con 3
mg/L de 2,4-Dy 0.1 mg/L de KIN, de 1y 3 semanas de edad, respectivamente.

de medio, los reguladores de crecimiento y su radio de concentracion, asi también a

las condiciones de cultivo, el tipo de explante, el genotipo, entre otros. Diversos autores
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han sefialado el uso de hojas como explante para la generacion de callo en diferentes
especies del género Rubus (McNicol y Graham, 1990; Berejsza-Wysecki y
Hrazdin,1994; Nohynek et al., 2014), mientras que solamente un grupo ha empleado
hipocotilo para la induccion de callo primario (Ismaini et al., 2017). Berejsza-Wysecki
y Hrazdin (1994) reportaron que las hojas jévenes de R. idaeus cv. Royalty fueron mas
eficientes para la formacion de callo comparadas con hojas mas viejas correspondiente
a la parte media del brote. Los resultados observados demuestran que el uso de hojas
jovenes, de plantas in vitro, son capaces de inducir callo en zarzamora y frambuesa,
mientras que los callos producidos a partir de hipocétilo y cotiledones de frambuesa se
oxidaron al mes de edad. Por otro lado, el uso de 2,4-D o NAA han sido los principales
tipos de auxinas reportadas para la generacién y mantenimiento de callo (McNicol y
Graham, 1990; Berejsza-Wysecki y Hrazdin, 1994; Nohynek et al., 2014). Mezzetti
et al. (1997) describieron que en R. fruticosus cv. Chester, la adicién de 2,4-D (1 mg/L)
mostré una gran produccién de callo mientras que en R. fruticosus cv. Hull Thornless,
elevadas concentraciones de NAA (5 mg/L) lograron este mismo resultado. Sin
embargo, en otra especie como R. idaeus cv. Autumn Bliss el us6 de 2,4-D genero6 una
baja tasa de desdiferenciacion. Comparado con los resultados obtenidos, nuestra
variedad de frambuesa mostré los mejores resultados en produccién de callo al utilizar
2 mg/L 2,4-D (2 mg/L) y 0.1 mg/L KIN, al tratarse de diferentes variedades la respuesta
en el proceso de desdiferenciacion puede ser distinto y explicaria la selectividad por
esta auxina de la variedad de frambuesa empleada en el proyecto. Nuestra variedad
de zarzamora mostrd la mayor produccioén y friabilidad de callo con NAA (3 mg/L) en
medio MS, al igual que la variedad Chester reportada por Mezzetti et al. (1997), lo que
sugiere que elevadas cantidades de esta auxina es un requerimiento para la formacion

y crecimiento de callo en algunos cultivares de zarzamora.

7.4 Cultivo de células en suspension de Rubus fruticosus y R. idaeus

El grupo de investigacion liderado por Jean-Paul Joseleau ha sido hasta el momento
el Unico en reportar el establecimiento de cultivos de células en suspension de R.
fruticosus (Cartier etal., 1987, 1988; Joseleau et al., 1992); donde describen, la
produccion de diferentes tipos de polisacaridos extracelulares en los cultivos.

Igualmente, Berejsza-Wysecki y Hrazdin (1994) y Dziadczyk etal. (2013) han
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generado cultivos de células en suspension de R. idaeus de diferentes tipos de

variedades.

7.4.1. Establecimiento de cultivos celulares de Rubus fruticosus

A patrtir del callo producido en el medio Gamborg B5 adicionado con 2.0 mg/L de 2,4-
D, 0.1 mg/L de KIN y 50 mg/L de L-cisteina se realiz6 la induccion de los cultivos de
células en suspension de R. fruticosus en dos diferentes medios de cultivos, pero la
misma concentraciéon de reguladores, Murashige y Skoog (MS) y Gamborg B5
suplementados sea con 2.0 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN o con 3.0 mg/L de NAA,
bajo condiciones de oscuridad o de luz continda (como se describen en la Tabla 3). Se
colocé 3 g de peso fresco (PF) de callo en 50 mL de medio en matraces de 125 mL,

posteriormente fueron subcultivados cada 3 semanas, al cabo de 6 semanas (2

Inéculo: 3 g
de PF de callo

Prueba de crecimiento:
Produccion de biomasa

¥

Tiempo inicial/Dia () =e———) Tiempo final/Dia 16

‘ 75 ml de medio
50 ml de medio

6 semanas
3 subcultivos

=

2 semanas

Figura 11. Diagrama de propagacion inicial por dilucién v/v (1:5) para los cultivos de células
en suspension de Rubus fruticosus para la prueba de crecimiento.

subcultivos) fueron transferidos a matraces de 250 mL con 75 mL de medio para ser

utilizados como inéculo para la evaluacion de crecimiento (Fig. 11).

Como se observa en la figura 12, la mejor combinacion para generar la disgregacion
de las células ha sido utilizando el medio B5 adicionado 3.0 mg/L de NAA en
condiciones de oscuridad (B30-O). Mientras que los cultivos inducidos empleando el

medio MS integrado con 2.0 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN en condiciones de
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oscuridad (M21-0) presenta una disgregacion moderada. Sin embargo, el medio B5
suplementado con 2.0 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de KIN cony sin 50 mg/L de L-cisteina,
como antioxidante, en ambas condiciones de crecimiento (B21-O y B21-L) no hubo
disgregacion del tejido calloso, generando cumulos celulares con un tamafio promedio
de 0.5-1 cm, produciendo poblaciones celulares heterogéneas. La disgregacion del
tejido es necesario para la obtencion de poblaciones celulares que respondan de
manera homogénea al adicionar elicitadores (Mustafa et al., 2011). Ademas, en
condiciones de luz contintia se observa la presencia de una moderada oxidacion por
parte del tejido, sin mostrar ningun tipo de pigmentacion (antocianinas).
Probablemente, esta oxidacion se deba al papel que juegan las auxinas, en
concentraciones elevadas, en la represién de genes de biosintesis y transporte de
antocianinas como ha sido reportado en callo de Malus sieversii f. niedzwetzkyana (Ji
et al., 2015).

Se realiz6 una evaluacion del crecimiento con el fin de determinar las condiciones
Optimas para el mantenimiento y crecimiento de las células por subcultivo. Los cultivos
establecidos de 2 meses de edad fueron empleados como inéculo (4 g de PF), en
matraces de 250 mL con 50 mL de su respectivo medio y condiciones de
establecimiento inicial. Se colecté las muestras por duplicado en el tiempo inicial/dia O
y por triplicado en el tiempo final/dia 16, donde se evalué el crecimiento en relacion
con biomasa en peso fresco (PF) y peso seco (PS) obtenida al inicio y al final del

cultivo, asi como el indice de crecimiento (relacién peso final entre peso inicial).
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Oscuridad Luz

BS 2,4-D 2.0 mg/L
+ Kin 0.1 mg/L

B5 2,4-D 2.0 mg/I
+ Kin 0.1 mg/L
+ L-cisteina 50 mg/L

MS 2,4-D 2.0 mg/L
+ Kin 0.1 mg/L

BS5 NAA 3.0 mg/L

Figura 12. Induccién de cultivos de células en suspension de Rubus fruticosus en condiciones
de oscuridad y luz continta, empleando diferentes medios de cultivos y reguladores de
crecimiento.

44



Como se muestra en la Figura 13, cuando se utiliz6 el medio Gamborg B5
suplementado con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN en condiciones de luz (B21-L) con un
inoculo inicial de 83.33+1.15g PF/L (9.06 £ 0.13 g PS/L), al término del dia 16 produjo
una biomasa de 184 + 55.23 g PF/L (11.14 + 1.73 g PS/L). En cuanto a su indice de
crecimiento con relacion al PF fue de 2.2 + 0.66 y al PS fue de 1.2 £ 0.19. Cuando los
cultivos fueron llevados en condiciones de oscuridad en el medio Gamborg B5
suplementado con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN (B21-O) y con un inéculo inicial de 89
+1.41 g PF/L (6. 72 £ 0.11 g PS/L), al término de la prueba produjo una biomasa de
220.90 + 6.93 g PF/L (12.74 £ 0.18 g PS/L). En cuanto a su indice de crecimiento con
relacion al PF fue de 2.5 + 0.08 y al PS fue de 1.9 + 0.03. El medio MS suplementado
con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN en condiciones de luz (M21-L) con un inéculo inicial
de 82.0 + 1.41 g PF/L (5.86 £ 0.14 g PS/L), al término del dia 16 produjo una biomasa
de 203.13 + 15.20 g PF/L (12.97 + 2.08 g PS/L), en cuanto a su indice de crecimiento
en relacion al PF fue de 2.5 + 0.19 y al PS fue de 2.2 + 0.35. Mientras que, el medio
MS suplementado con 2 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L KIN en condiciones de oscuridad (M21-
O) con un indculo inicial de 81.33 + 1.15 g PF/L (4.95 £ 0.07 g PS/L), al término del dia
16 de crecimiento produjo una biomasa de 167.40 + 48.48 g PF/L (11.93 £ 2.03 ¢
PS/L), en cuanto a su indice de crecimiento en relacion al PF fue de 2.1 + 0.6 y al PS
fue de 2.4 + 0.41. Finalmente, cuando se evalué el crecimiento después de 16 dias
utilizando el medio Gamborg B5 suplementado con 3 mg/L NAA en condiciones de
oscuridad (B30-0), se produjo una biomasa de 365.13 + 5.00 g PF/L (20.83 £+ 0.22 g
PS/L) a partir de un indculo inicial de 82.30 + 0.42 g PF/L (4.90 £ 0.14 g PS/L). Con
este medio y condiciones se obtuvo el mayor indice de crecimiento que en PF fue de
4.4 + 0.06 y fue similar al de PS de 4.3 + 0.05. Con base en nuestros resultados
obtenidos, existe diferencias significativas (P<0.05) en cuanto a la produccién de
biomasa y el indice de crecimiento de las células en suspensién en el medio B30-O en
PS y PF, comparado con los cultivos en medios adicionados con 2 mg/L 2,4-Dy 0.1
mg/L KIN.
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Figura 13. Produccién de biomasa e indice de crecimiento en cultivos de células en
suspension de Rubus fruticosus crecidos en diferentes medios de cultivo y condiciones de luz
o oscuridad por 16 d. Media de peso de biomasa (g/L) en cada grupo en peso fresco A) y peso
seco C). indice de crecimiento en relacién al peso fresco B) y peso seco D). Las barras indican
la desviacion estandar de la media (n=3). * indica diferencias significativas con respecto a las
diferentes condiciones y medios de cultivo en el tiempo final T16, P <0.05.

Las condiciones para el establecimiento y mantenimiento de un cultivo de células en
suspensiéon dependen del genotipo de la especie, de ahi la importancia de analizar
diferentes tipos de medio y reguladores de crecimiento, asi como en condiciones de
luz u oscuridad que nos permita la mayor producciéon de biomasa y disgregacién, que
en esta variedad de R. fruticosus se logré empleando el medio Gamborg B5 adicionado
con 3.0 mg/L de NAA. Mori y Sakurai (1994) analizaron diferentes medios de cultivo
en cultivos celulares de fresa (Fragaria x ananassa cv. Shikinari) donde determinaron
gue los medios Linsmaier y Skoog (LS) y MS mostraron una mayor produccion de
biomasa comparado con el medio Gamborg B5, probablemente la alta concentracion
de amonio (1650.0 mg/L de nitrato de amonio) en los medios MS y LS estimula el
crecimiento de las células en esta especie. No obstante, nuestros resultados muestran
gue el elemento clave involucrado en la produccion de biomasa en los cultivos de

células en suspension de zarzamora serian los tipos reguladores de crecimiento y no
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la concentracion de amonio, siendo la concentracion de 3 mg/L de NAA sin adicion de

citocininas la mejor condicion para nuestros cultivos celulares de zarzamora.

Diversos autores han publicado el establecimiento de cultivos celulares de diferentes
especies del género Rubus. Berejsza-Wysecki & Hrazdin (1994) reportaron el
incremento de la biomasa en PS de 1.4 veces en cultivos de células en suspension
frambuesa (R. idaeus) cv. Royalty durante un periodo de 10 dias, utilizando el medio
Anderson suplementado con 2.0 mg/L de 2,4-D, 1.0 mg/L de IBAy 1 mg/L de 2iP.
Asimismo, Nohynek et al. (2014) describieron el aumento de la biomasa en PF de 5 a
6 veces en cultivos de células en suspension de cloudberry (R. chamaemorus) durante
un periodo de 10 dias, empleando el medio MS adicionado con 1 mg/L de NAAy 0.1
mg/L de KIN. Comparado con los cultivos celulares de zarzamora el incremento de 4.3
veces en PS y de 4.4 veces en PF empleando el medio B30-O durante 16 dias es

mayor a lo descrito en R. idaeus cv. Royalty y similar al de R. chamaemorus.

El establecimiento y mantenimiento de las condiciones de cultivos de células en
suspension de R. fruticosus en matraces se logré a través del medio de cultivo
Gamborg B5 adicionado con 3.0 mg/L de NAA en condiciones de oscuridad (B30-O) y
agitacion orbital constante de 110 rpm con un tamafio de inéculo inicial de 82.30 + 0.42
g PF/L (490 £ 0.14 g PS/L), generando la mayor produccion de biomasa y

disgregacion, comparado con los otros medios de cultivo y condiciones.

7.4.2. Produccion de polisacaridos extracelulares en cultivos de células en
suspensién de Rubus fruticosus.

Un aspecto relevante durante el establecimiento de los cultivos celulares de zarzamora
fue la presencia de una matriz secretada por las células que tornaba el medio a un
color blanco-amarillento (Fig. 14). Con el objeto de analizar la matriz secretada se
sigui6 el protocolo de Gamar et al., (1997) en resumen: el medio fue filtrado se precipitd
adicionando etanol (70% v/v) y se llevé a cabo una incubacion por 24 horas a 4°C, el
precipitado se centrifugdb a 600 g por 15 min y se descarté el sobrenadante.
Posteriormente, la muestra fue hidrolizada y analizada empleando la técnica de HPLC,
donde se determiné la presencia de glucosa y galactosa, lo que sugiere la produccion

de polisacaridos extracelulares en nuestros cultivos de células en suspension de R.
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Figura 14. Vista frontal de cultivos de células en suspension de Rubus fruticosus en medio
M21-O.

fruticosus. Probablemente, las moléculas que se encuentran en el medio de cultivo son
polisacaridos extracelulares como xiloglucanos, galactoglucomananas Yy/o
arabinogalactanos que ha sido reportado previamente por el grupo de Joseleau en
cultivos de células en suspension de R. fruticosus (Cartier et al., 1987, 1988; Joseleau
et al., 1992) en cultivos en suspension de esta misma especie, asi como en cultivos

celulares de manzana (Reid et al., 1999).

7.4.3. Cinética de crecimiento de cultivos de células en suspension de Rubus
fruticosus.

Una vez determinada las condiciones para el mantenimiento de los cultivos celulares
a partir de la evaluacién de su crecimiento, se realizd una cinética de los cultivos
procedentes del medio B30-O. Los cultivos celulares establecidos de 1 semana en
fase exponencial fueron empleados como inéculo (5.4 + 0.34 g de PF), en matraces
de 250 mL con 50 mL de medio. Cada tercer dia durante 24 dias totales se colectaron
tres matraces, de los cuales se obtuvo tanto en PF como en PS los gramos de biomasa

producida.

En la figura 15, se muestra que los cultivos presentaron una fase lag de alrededor de
6 dias, posteriormente inician la fase exponencial donde finalmente la fase estacionaria
la alcanzan a partir del dia 12. Se registr6 igualmente el pH en cada tiempo donde
oscilé entre 5.5y 5.0. La fase lag de este cultivo celular podria acortarse disminuyendo
el tiempo de resiembra de los cultivos (Mustafa et al., 2011). Ademas, la disminucién
en el PS de las células durante la fase estacionaria podria estar indicando cambios
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fisiologicos acompafados de la senescencia, posiblemente al decremento en la
actividad de peroxidasas que ha sido reportado previamente en cultivos de células en

suspensién de zarzamora (Cortelazzo et al., 1996).
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Figura 15. Cinética de crecimiento de cultivos de células en suspension de Rubus fruticosus.
Los cultivos fueron crecidos en medio Gamborg B5 adicionado con 3.0 mg/L de NAA en
condiciones de oscuridad. Cuadros abiertos azul — biomasa (g PF/L), circulos cerrados rojo —
biomasa (g PS/L). Cada punto indica la media + desviacion estandar (n=3).

Igualmente, se construyé una regresion lineal a partir de los datos obtenidos en la fase
exponencial de la cinética (del dia 6 al dia 12) empleando la produccion de biomasa
(g PS/L) y tiempo. Se obtuvo un R? de 0.9442 (Fig. 16). La correlacién lineal obtenida
entre biomasa y tiempo fue utilizada para determinar la tasa especifica de crecimiento
(M) con un valor de 0.0074 h'1 (0.1773 d*) (Fig. 16).

A patrtir de la informacion obtenida de esta curva de crecimiento, para la fase final del
proyecto se propuso que la elicitacion de los cultivos de células en suspension se
realizara en el dia 7 que es cuando iniciaria la fase exponencial de cultivo, con base
en gque este momento de la fase los cultivos poseen una mayor tolerancia a agentes

externos (Mustafa et al., 2011).

Cortelazzo et al. (1996) reportaron que cultivos de células en suspension de R.

fruticosus en medio Heller sin reguladores de crecimiento en condiciones de
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fotoperiodo (12 h luz:12 h oscuridad) con un inéculo inicial de 73 g PS/L, los cultivos
se caracterizaron por poseer una fase de lag corta, que no excedid los tres dias,
seguido de un crecimiento exponencial que abarco del dia 4 al dia 12. Posteriormente,
los cultivos presentaron una fase estacionaria desde el dia 12 hasta los dias 20-22
antes de que ocurriera la senescencia. lgualmente, Nohynek et al. (2014) demostraron
gue en cultivos de células en suspension de cloudberry (R. chamaemorus) presentan
una fase lag de alrededor de 2 dias y posteriormente un crecimiento exponencial hasta
el dia 10. Sin embargo, después de un periodo de cultivo de 12 dias, los cultivos al
entrar a la fase estacionaria comenzaron a perder su color amarillo brillante y se

oxidaron, sefales de muerte celular.

En el caso de nuestros cultivos celulares muestran una fase lag mas larga comparada
con los estudios previos. No obstante, a diferencia de lo reportado en R.
chamaemorus, al llegar a la fase estacionaria los cultivos mantuvieron una misma

coloracion sin presentar signos de oxidacion aparentes.
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Figura 16. Regresion lineal de la fase exponencial a partir de la cinética de cultivos de células
en suspension de Rubus fruticosus. Correlacion lineal obtenida entre In (Biomasa (g PS/L)) y
tiempo (h).
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Sin embargo, una comparacion directa, entre los cultivos desarrollados en este
proyecto y los reportes antes mencionados, no es posible debido a que existen
diferentes variables a considerar como el tamafio de indculo inicial, genotipo de la
especie, tiempo de subcultivo, medio de cultivo, condiciones de cultivo, entre otras;
gue pudiera modificar el tiempo de las fases durante la cinética, asi como la tasa
especifica de crecimiento de las células, que no ha sido reportada en cultivos de

células en suspension del género Rubus.

7.4.5. Establecimiento de cultivo de células en suspension de Rubus idaeus

Se realiz6 el establecimiento de los cultivos de células en suspension de R. idaeus en

el medio Gamborg B5 suplementado con 3.0 mg/L de NAA bajo condiciones de
oscuridad (Fig. 17), con base en que fueron las condiciones para el establecimiento y
mantenimiento de los cultivos celulares de zarzamora. El cultivo celular se inici6 a partir
del callo de frambuesa producido en el medio MS adicionado con 2.0 mg/L de 2,4-D,
0.5 mg/L de KIN y 50 mg/L de L-cisteina. Se coloc6 3 g de peso fresco (PF) de callo
en matraces de 125 mL conteniendo 50 mL de medio, fueron resembrados por dilucién
V:V (1:5) cada 3 semanas, y al cabo de varios subcultivos fueron escalados hasta
llegar un matraz de 1 L con 250 mL de medio.

Sin embargo, debido a diferentes acontecimientos derivados por la pandemia de
COVID-19 y el confinamiento solo se logré6 su establecimiento, quedando en
perspectivas futuras para el grupo de trabajo evaluar la produccion de biomasa,
determinar las fases del crecimiento y la tasa especifica de crecimiento, asi como
establecer estrategias de elicitacion de los cultivos de células en suspension de

frambuesa.
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Figura 17. Establecimiento de cultivos de células en suspensién de Rubus idaeus en medio
Gamborg B5 suplementado con 3.0 mg/L de NAA bajo condiciones de oscuridad.

7.5. Expresion de genes involucrados en la biosintesis de flavonoides
7.5.1. Disefio de oligonucleétidos

Como parte del objetivo de analizar los cambios en los niveles de expresion génica de
PAL, CHS, F3H y ANS en relacion a la produccién de flavonoides, se disefiaron primers
para estos genes, con su correspondiente gen constitutivo de referencia Histona H4
(Tabla 4). A partir de genes reportados en Arabidopsis thaliana se realiz6 una
bldsqueda en la plataforma National Center for Biotechnology Information (NCBI) con
un filtro de seleccion para el género Rubus, asi también en el transcriptoma disponible
de R. idaeus cv. Heritage (Travisany et al., 2019). Dado que se ha reportado la
presencia de dos isoformas de PAL en R. idaeus (PAL1y PAL2) (Kumary Ellis, 2001),
se realizaron primers para cada isoforma. En el caso de los primers correspondientes
de CHS, se utiliz6 como base el gen reportado para PSK1 de R. idaeus, con base que
ha sido previamente reportada con actividad chalcona sintasa, ademas de ser el
responsable en la biosintesis de flavonoides (Zheng y Hrazdina, 2008). Para F3H se
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realizd un alineamiento para los genes reportados para esta enzima de R. spp., R.
occidentalis, R. coreanus y el mMRNA del transcriptoma de R. idaeus, donde se
seleccionaron las zonas que tuvieran el mayor porcentaje de similitud en nucleétidos.
Para el disefio de los primers de la ANS solo se ha reportado un gen que presenta esta
funcién en R. idaeus cv. Tulameen (Rafique et al., 2016). Finalmente, se selecciono la
HisH4 como gen constitutivo dado que se ha reportado que en fresa (Fragaria X
ananassa) presenta la menor variacion ante diferentes condiciones (Zhang et al.,
2018). Al ser la fresa una especie cercana al género Rubus pudiera comportarse de
manera similar, por lo que para su disefio se emple6 un gen putativo del transcriptoma
de R. idaeus que presentaba el mayor porcentaje de similitud e identidad comparado

con el gen de F. ananassa.

Tabla 4. Disefio de primers de los genes PALL, PAL2, CHS, F3H, ANS e HisH4 para los
ensayos de qPCR.

CCCCTCTCCTACATTGCGGGG Forward
AGGCCATACCAGACCCAACGG Reverse
ACAAGACCGCTACGCTCTCCG Forward
CCCTGGAAGTTGCCACCATGC Reverse
ACAGTGACGGGGCCATCGAC Forward
ACCGGGGTGTGCAATCCAGA Reverse
GAACGCCGATCACCAAGCAGT Forward
TTCAGCCTGGCAAGCTCAAGGT Reverse
GCACATCGGCGACACCTTGG Forward
AGTCCGAGGCGGAAAGATGGC  Reverse
CGGAGCCAAGCGTCACAGGA Forward

CCTCCTGGCGTGCTCAGTGT Reverse
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7.5.2. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA, en este caso especifico, fue el principal reto para los analisis
de expresion de genes por gPCR, debido a los bajos rendimientos y contaminacién en
los protocolos de extraccion de RNA en las muestras de células y callo de Rubus. Se
emplearon varios protocolos de extraccién de RNA, tanto utilizados por el grupo de
trabajo como de diferentes articulos consultados. Los resultados obtenidos de
concentracion, pureza e integridad de los protocolos empleados se muestran en el

Anexo 2.

Los primeros protocolos evaluados fueron el método de CTAB (MacRae, 2007) vy el
método de Trizol (Invitrogen™), utilizados previamente en el grupo de trabajo. No
obstante, en el primer método, aunque si bien el RNA se encontraba integré, al
evaluarse mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% en condiciones
desnaturalizantes, presenté bajos valores de pureza 1.19y 1.05 (absorbancia 260/280
y 260/230, respectivamente). Por el otro lado, al realizar el método de Trizol, el RNA
fue completamente degradado; probablemente debido a la alta concentracion de
polisacaridos y/o polifenoles de los callos de zarzamora que pudiera ser una limitante

usando el método de Trizol (Hummon et al., 2007).

Posteriormente, se emple6d el método de SDS (Huded et al., 2018) que demostrd
buenos resultados tanto en pureza e integridad, comparados con los métodos
anteriores. Sin embargo, los rendimientos obtenidos fueron bajos, menos de 200 ng/pl.
Por lo que a partir del protocolo original, se sustituyé la solucion de potasio (3 M, pH
5) por una solucion de acetato de sodio (3M, pH 5), dado que se ha reportado que la
adicion de acetato de sodio aumenta el rendimiento de RNA (Deepa et al., 2014). Sin
embargo, no hubo diferencia en la cantidad de RNA obtenida, por lo que se procedid
a buscar otros protocolos reportados especificamente para especies del género
Rubus.

Con este proposito se selecciond aplicar en muestras de células en suspension de
zarzamora, el método basado en CTAB reportado por Chen et al. (2012b) para la
extraccion de RNA de frutos de zarzamora (Rubus spp.). Como resultado este nuevo

protocolo mantuvo una concentracibn de RNA aceptable y una mejor integridad,
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probablemente debido a una mayor capacidad de amortiguaciéon de 200 mM Tris-HCI
en el buffer de extraccion. Sin embargo, la integridad de estas muestras de RNA seguia
siendo insuficiente debido a la degradacion presente. Finalmente, los dltimos ensayos
se procedieron a utilizar nuevamente el método de SDS (Huded et al., 2018) con

ciertas modificaciones.

e SDS 2.0: A patrtir del protocolo original de Huded et al., (2018) se modifico la
cantidad de tejido requerida (500 mg PF total) y se aumento la cantidad de
PVPP a 0.12 g de PVPP.

e CTAB 2.0: Se incluyeron las mismas modificaciones que el método anterior
donde la diferencia fue el buffer de extraccion (30 g/L CTAB, 20 g/L
polivinilpirrolidona (PVP) K-30, 200 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA pH 8.0,
1.4 M NaCl y 2% B-mercaptoetanol) descrito en Chen et al. (2012b) (Descrito
detalladamente en Materiales y Métodos: 6.4.3. Extraccion de RNA y sintesis
de cDNA)).

El aumento de PVPP a 0.12 g se realiz6 con base en que se ha reportado que una alta
concentracion de este reactivo es capaz de remover compuestos polifenélicos durante
el aislamiento de RNA de fruto de frambuesa (R. idaeus) ya que al adsorberse con los
polifenoles, previene su oxidacion y su posterior unién a acidos nucleicos y proteinas
(Jones et al., 1997; Chen et al., 2012b). Estas modificaciones permitieron finalmente
obtener con el protocolo CTAB 2.0 un RNA de células en suspension de zarzamora

elicitadas y control con un buen rendimiento, pureza e integridad (Tabla 6 y Fig. 18).
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Tabla 5. Datos de la concentracion y pureza del RNA extraido con el método de CTAB 2.0 en
células en suspensién de Rubus fruticosus elicitadas y controles cultivadas en medio B30, en

condiciones de oscuridad.

Cultivos celulares RNA (ng/ul) 260/280 | 260/230
Células control 24 post-elicitacion. 1958.7 + 287.3 | 2.04 2.13
Células elicitadas con YE 24 post-

o 3176.9 £833.2 |2.05 2.17
elicitacion.

Células elicitadas con AJ 24 post-

o 2827.2 £ 867.3 | 2.06 2.15
elicitacion.

S 2360.08 +
Células control 72 post-elicitacion. 2.04 2.11
1044.8

Células elicitadas con YE 72 post-

o 3000.4 £562.1 | 2.04 2.14
elicitacion.

Células elicitadas con AJ 72 post-

o 2338.93 £ 126.3 | 2.06 2.11
elicitacion.
| con24h || YE24h || AJ24n | | comn2h || YE72h || As2n |

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando la Integridad del RNA extraido
empleando el método de CTAB 2.0 de células en suspension de Rubus fruticosus elicitadas y
control, en medio B30 en condiciones de oscuridad.
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7.5.3. Estandarizacion de ensayos de gRT-PCR en células de zarzamora en
oscuridad

Para evaluar la amplificacion de los productos esperados se realizé la estandarizacion
de los ensayos de qRT-PCR, a partir deL RNA extraido por el método de CTAB 2.0
(Modificado de Huded et al., 2018) de células en suspension de R. fruticosus crecidas
en medio B30-O en condiciones de oscuridad, utilizando los primers disefiados en el
apartado 7.5 Disefio de oligonucleotidos. Ademas se evalud llevar a cabo una digestion
con DNasa (+DNasa) o sin DNasa (-DNasa) y con transcriptasa reversa (+RT) o sin

transcriptasa reversa (-RT).

Como se observa en la Fig. 19.1 hubo amplificacion en todos los genes HisH4, PAL1,
PAL2, CHS, F3H y ANS en las condiciones -DNasa -RT, -DNasa +RT y +DNasa +RT,
lo cual demuestra que los primers disefiados también pueden amplificar DNA
genomico al igual que el cDNA generado por accion de la transcriptasa reversa.
Ademas, el tamafio esperado de los productos de PCR (Fig. 19.2) en todos las
condiciones sefaladas es aproximadamente el mismo debido a que los primers se
disefiaron en un solo exén para cada uno de los genes. Las curvas de fusion
corresponden a solo un producto especifico con base en que solo hay presente un
pico por cada gen. No obstante, en los resultados la temperatura de fusién (T° melting)
predicha de la herramienta bioinformatica uMELT no fue la misma (Fig. 19.2),
probablemente debido a la concentracién de iones monovalente y divalentes del kit de
SBYR.

Los ensayos realizados para la técnica de qRT-PCR permitieron tener las
concentraciones adecuadas de cDNA y de primers para los experimentos finales de
evaluacion de los cambios en la expresidn de genes relacionados con la biosintesis de

flavonoides en los cultivos elicitados.
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Figura 19.1. Estandarizacion de qRT-PCR de células en suspensién de Rubus fruticosus.
Electroforesis en Gel de agarosa al 2% de los productos amplificados en de PCR usando cDNA

generado a partir de RNA total aislado de células en suspension empleando el protocolo de
CTAB 2.0.
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Figura 19.2 Estandarizacién de qRT-PCR de células en suspension de Rubus fruticosus.
Tabla de tamafio de los producto y temperatura de fusion esperados y reales. Curvas de fusién
mostrando la especificidad de los productos de PCR usando cDNA generado a partir de RNA
total aislado de células en suspension empleando el protocolo de CTAB 2.0.
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7.5.4. Expresion de genes involucrados en biosintesis de flavonoides.

Finalmente, se evaluo el nivel de expresion relativa de algunos genes involucrados en
la biosintesis de flavonoides en cultivos de células en suspension de Rubus fruticosus
elicitadas con YE 1 mg/mL o AJ 200 uM y un control. Los cultivos celulares se
colectaron 24 h'y 72 h después de la adicion de YE o AJ, a los 7 dias de crecimiento.
Asimismo, en paralelo se colectaron cultivos controles (sin tratamiento) a los mismos

tiempos.

Los resultados del analisis de qRT-PCR (Fig. 20) demostraron que el YE y el AJ
indujeron cambios en la expresion de algunos genes involucrados en la biosintesis de
flavonoides. La adicion de YE 24 h post-elicitacion generé un aumentd en el nivel de
transcripcion de los genes PAL1 y PAL2 de 6.93 y 6.75 veces, respectivamente, en
comparaciéon al control, mientras que CHS, F3H y ANS no mostraron cambios.
Asimismo, el efecto del AJ en los cultivos celulares de zarzamora ocasion6 un aumento
en el nivel de transcripcion de todos los genes evaluados, PAL1, PAL2, CHS, F3H Yy
ANS, de 3.03, 8.02, 11.05, 4.86 y 7.52 veces, respectivamente, 24 h post-elicitacion

en comparacion al control.

Posteriormente, al evaluar el resultado del YE 72 h post-elicitacion demostré que
solamente el gen PAL1 mantuvo un aumento en el nivel de transcripcion de 6.75 veces
en contraste con su respectivo control, entretanto los genes PAL2 y ANS no reflejaron
cambios y los genes CHS y F3H disminuyeron 95.13% y 58.83%, respectivamente.
Por otra parte, la elicitacion ocasionada por el AJ 72 h post-elicitacion continto con el
aumento en el nivel de transcripcion de CHS y ANS de 2.39 y 7.07 veces,
respectivamente, en comparacion al control, mientras que PAL1, PAL2 y F3H no

mostraron diferencias significativas.

Dentro del grupo de trabajo se ha demostrado en cultivo de raices de Uncaria
tomentosa que la elicitacion por YE muestra un incremento en la produccion de H20z2,
el cual esta relacionado directamente con la concentracion de YE (Correa-Higuera et
al., 2019). Probablemente, el YE en los cultivos de células en suspension de Rubus
fruticosus generé un estado de estrés oxidativo por el aumento de H202 y otras

especies reactivas de oxigeno (ROS). Jiang et al. (2018) evaluaron el papel del factor
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Figura 20. Efecto del extracto de levadura y acido jasmonico sobre el nivel de expresiéon
relativo de los genes involucrados en la ruta de biosintesis de flavonoides en cultivos de
células en suspension de Rubus fruticosus: PAL, fenilamonio liasa; CHS, chalcona sintasa;
F3H, flavanona 3-hidroxilasa; ANS, antocianidina sintasa. Los niveles de expresion de
estos genes se normalizaron con base en el valor minimo para cada gen. El gen HistonaH4
se utiliz6 como control interno. Los cultivos de células en suspension de R. fruticosus se
obtuvieron a los 7 dias de crecimiento mediante la adicion de extracto de levadura (1
mg/mL) y acido jasménico (200 uM). Las células se cosecharon 24 h'y 72 h después de la
elicitacion. Las barras de error indican la desviacién estandar de la media (n = 3). a: indica
diferencias significativas con respecto al tratamiento control 24 post-elicitacion, P <0.05; b:
indica diferencias significativas con respecto al tratamiento control 72 post-elicitacion, P
<0.05.
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de transcripcion MYB96 de Rosa hybrida en plantas transgénicas de Arabidopsis
sobreexpresando RhMYB96, donde determinaron su funcibn como un factor de
transcripcion sensible al estrés salino a través de una via dependiente de ABA. De
igual manera, en otra especie de la familia Rosaceae Fragaria x ananassa, la
sobreexpresion del factor MYB10 en la maduracion del fruto a través de estrés hidrico,
indujo el incremento de ABA (Medina-Puche et al.,, 2014). Si bien en la familia
Rosaceae la formacion del complejo MBW todavia no ha sido completamente
elucidada, nuestros resultados del andlisis de la expresién de genes sugieren que
probablemente miembros de la familia de factores de transcripcion MYB podria estar
participando ante el estrés oxidativo generado por la elicitacion por YE aumentando
los niveles de expresion de PAL1 y PAL2. No obstante, es preciso mencionar que al
no generar cambios o inclusive disminuir los niveles de transcripcion de los genes de
biosintesis de flavonoides evaluados (CHS, F3H y ANS), se pudiera desviar los
intermediarios de la via fenilpropanoide a la produccion de acidos clorogénicos en
lugar de seguir la ruta de flavonoides. Lo que concuerda con lo reportado en diferentes
grupos de investigacion que han demostrado que la elicitacion por YE en cultivos de
células en suspensién de manzana provoca un incremento significativo en acido 4-
hidroxibenzoico, &cido clorogénico, acido p-cumarico y acido ferualico (Cai et al., 2014;
Sarkate et al., 2017). Asimismo, en la elicitacién por YE en cultivos de raices de U.
tomentosa, la produccion de acido clorogénico y su isomero podrian participar en los
ciclos de depuracién de ROS o en la biosintesis de compuestos fenélicos complejos

(flavonoides o lignina). (Correa-Higuera et al., 2019).

Los factores de transcripcion MYB poseen diversos roles, incluyendo miembros de
esta familia que participan en la interaccidon planta-patégeno (Zhang et al., 2015). La
respuesta de los cultivos celulares de zarzamora ante la elicitacion biética por el YE
podria ser evidencia de un mecanismo de defensa ante el estrés oxidativo generando
la induccidn de algun miembro de la familia MYB, bifurcando el flujo de carbono hacia
la produccién de acidos clorogénicos (Fig. 21), que a su vez seria independiente de
AJ ya que no hubo aumento los niveles de expresién de algunos genes relacionados
con la biosintesis de flavonoides como resulto al adicionar AJ a los cultivos de células

en suspension de R. fruticosus (Fig. 20). Con base en lo anterior, podemos considerar
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ademas, que la produccion de acidos clorogénicos podrian participar como sustrato en
los ciclos de depuracion de ROS que se ha propuesto que ocurre en la vacuola a través

de los sistemas de peroxidasas (Takahama, 2004).

El papel de los jasmonatos (AJ y MJ) en la produccion de flavonoides y antocianinas
en frutos de zarzamora y frambuesa, al igual que en cultivos celulares de diferentes
especies, ha sido previamente demostrada por diferentes grupos de investigacion
(Fang et al. 1999; Qu et al. 2011; Wang et al., 2015). Sin embargo, es de resaltar que
este es el primer trabajo en demostrar el efecto de AJ en cultivos de células en
suspension de Rubus fruticosus y los cambios en la expresion de genes de biosintesis
de flavonoides. La elicitacion generada a partir del AJ aumento los niveles de expresion
de todos los genes involucrados en la via fenilpropanoide/flavonoide después de 24 h
post-elicitacion y la mantuvo en los genes CHS y ANS al cabo de 72 h post-elicitacion.
Estos genes codifican para dos enzimas claves en la biosintesis de flavonoides, la
CHS es la primera enzima en esta ruta y la ANS participa en la reaccion final de
biosintesis de antocianinas. En concordancia con nuestros resultados, Belhadj et al.
(2008) demostraron los efectos de MJ (20 uM) en cultivos celulares de uva (Vitis
vinifera) con un incremento de 48 y 3 veces en los niveles de transcritos de PAL y
CHS, respectivamente, en comparacion al control. Probablemente, la elicitacion por AJ
en los cultivos celulares de zarzamora sea debido a la degradacion de las proteinas
JAZ a través del complejo SCF-COI1, basado en CORONATINE INSENSITIVEL,
permitiendo la activacion del complejo MBW (Qi et al., 2011) (Fig. 21). La activacién
de este complejo pudiera involucrar otros miembros de la familia de factores MYB,
independientes de la respuesta de YE.

El uso de diferentes elicitadores en un mismo cultivo es una estrategia que nos puede
permitir entender la respuesta ante diferentes condiciones, con el fin de propiciar
condiciones para la produccion de ciertos metabolitos de interés. Suzuki et al. (2005)
en cultivos de células en suspension del Medicago truncatula demostraron que, en
esta especie, el uso de dos diferentes elicitadores (YE vs. MJ) genera cambios en la

expresion de genes diferentes. En el caso de la elicitacion de YE (40 g de glucosa
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Figura 21. Propuesta de mecanismo sobre la interaccién a nivel celular en el cultivo de
células en suspension de Rubus fruticosus por el efecto de la elicitacion con YE o AJ.
Factores de transcripcion R2R3 MYB; bHLH, Factores de transcripcion basic helix-loop-
helix; Proteinas de repeticion WD; SCF-COI1, Complejo ubiquitina ligasa E3 SCF-COI1,;
JAZ, proteinas de domino-ZIM jasmonato; PAL, fenilamonio liasa; CHS, chalcona sintasa;
F3H, flavanona 3-hidroxilasa; ANS, antocianidina sintasa. Los cultivos de células en
suspension de Rubus fruticosus se obtuvieron a los 7 dias de crecimiento mediante la
adicion de extracto de levadura (1 mg/mL) y acido jasmonico (200 uM). Las células se
cosecharon 24 hy 72 h después de la elicitacion. Flechas verdes: sobreexpresion, flechas
rojas: subexpresado, lineas punteadas: procesos indirectos, lineas sélidas: procesos
directos. Propuesta modificada de Correa-Higuera et al. (2019).
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equivalente/L) resultdé en un aumento en los niveles de expresion de PAL y CHS,
mientras que al elicitar con MJ (0.5 mM) incremento la expresion de ANS (Suzuki et
al., 2005). De igual manera, nuestros resultados muestran que dependiendo del
elicitador empleado existe una sobreexpresion o subexpresion de los diferentes genes
analizados en este proyecto, debido a que pudieran inducirse diferentes factores de

transcripcion para cada tipo de respuesta.

La regulacion de la biosintesis de los metabolitos secundarios depende a partir de
diferentes factores de transcripcion, que estan relacionados con el tipo de estimulo
(elicitador), tipo de tejido, condiciones del cultivo, genotipo de la especie, entre otros.
La figura 21 representa una propuesta de la interaccion entre los dos elicitadores
empleados en cultivos de células en suspension de Rubus fruticosus, con base a lo
reportado por Correa-Higuera et al., (2019). EI YE probablemente incrementd la
produccion de H202 generando un estrés oxidativo en las células, induciendo la
activacion de algun miembro de la familia MYB como un mecanismo de defensa del
sistema con la activacion de la transcripcion de los genes PAL1 y PAL2, y a su vez
subexpresando genes de la via de biosintesis de flavonoides (CHS y F3H). De esa
manera se dirige la ruta hacia la biosintesis de acidos clorogénicos que estarian
participando como sustratos de la reduccion de H20:2 y otras ROS. Por el otro lado, la
elicitacion con AJ probablemente generd la degradacién de proteinas JAZ para la
formacion del complejo MBW permitiendo la transcripcion de genes relacionados con
la via fenilpropanoide/flavonoide como respuesta ante esta hormona, y por
consiguiente darse el incremento de la produccién de flavonoides como una via

alternativa de un mecanismo de defensa.
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8. Conclusiones

Fue posible lograr la germinacioén in vitro de semillas de Rubus fruticosus (zarzamora
y R. idaeus (frambuesa) a partir del tratamiento de escarificacion utilizando H2SOa
(98%), de 3 hy 1 h, respectivamente. La escarificacién con H2SO4 fue un paso critico
para romper con la dormancia de las semillas, no obstante, el tiempo vario

dependiendo del subgénero al que pertenecia cada especie.

Se establecieron los cultivos de células en suspension de R. fruticosus utilizando el
medio Gamborg B5 suplementado con NAA (3 mg/L). Los resultados demuestran que
la produccién de biomasa en los cultivos de células en suspensién de zarzamora
depende de los tipos de reguladores en el medio de cultivo, independiente del medio

utilizado.

La elicitacion con YE o AJ en los cultivos de células en suspensiéon de R. fruticosus
tuvieron un cambio en los niveles de expresién de los genes de biosintesis de
flavonoides caracteristico. Los cultivos elicitados con YE (1 mg/mL) mostraron una
sobreexpresion de los genes PAL1 y PAL2, asi como una subexpresion de los genes
CHS y F3H. Entretanto, la elicitacién por AJ (200 uM) generé un aumento en los niveles
de expresion de todos los genes evaluados PAL1, PAL2, CHS, F3H y ANS.

Probablemente, la elicitacion generada por YE incrementd la produccion de H20:2
permitiendo la induccién de algin miembro de la familia de factores de transcripcion
MYB induciendo los genes PAL1 y PAL2, bifurcando el flujo de carbono hacia la
biosintesis de acidos clorogénicos como una estrategia para la reducciéon de ROS.
Mientras que, el uso de AJ pudo promover la formacién del complejo MBW en los
cultivos celulares de zarzamora hacia la produccion de flavonoides, como una

estrategia alternativa de defensa.
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9. Recomendaciones

Es necesario determinar las condiciones Optimas de crecimiento de los cultivos de
células en suspension de R. idaeus, asi como realizar una cinética de estos cultivos

para conocer sus parémetros.

Se debe realizar un analisis en la produccion de polifenoles y flavonoides por HPLC-
MS, para determinar los cambios en la concentracion y el perfil de estos metabolitos
secundarios por el uso de elicitadores en cultivos celulares de R. fruticosus, con el fin
de evaluar la hipotesis de bifurcacién del flujo de carbono hacia la biosintesis de acidos

clorogénicos versus la produccion de flavonoides.

Es necesario realizar experimentos de elicitacion en los cultivos de células en
suspensién R. idaeus, para evaluar los cambios en la expresion de genes de
biosintesis de flavonoides, asi como de la produccion de polifenoles y flavonoides. Con

el fin de comparar los resultados de la elicitacion en los cultivos de R. fruticosus.

Se debe hacer un andlisis del transcriptoma de los cultivos celulares de R. fruticosus
bajo condiciones de estrés mediante el uso de elicitadores (YE y AJ) para determinar

la identidad de los factores de transcripcion involucrados en cada respuesta.
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11. Anexos

Anexo 1. Numeros de acceso y codigo de transcriptoma de los genes empleados para

el disefio de los oligonucleotidos.

. ' . Transcriptoma
Arabidopsis Rubus (taxid:23216) _
Gen . Rubus idaeus cv.
thaliana NCBI _
Heritage
RIT0O00009144
16060Bras_(G16482|
G0:0089701
AF237954.1 Rubus G0:0006559
idaeus PAL1 G0:0030628
AF304366.1 Rubus G0:0046872
idaeus PAL1 G0:0005737
G0:0005681
. _ G0:0016841
Fenilamonio
i AT2G37040.1 G0:0000398
iasa
PAL1 RITO00002707
PAL
27009Bras_G27621|
G0:0089701
AF237955.1 Rubus G0:0006559
idaeus PAL2 G0:0030628
AF304367.1 Rubus G0:0046872
idaeus PAL2 G0:0005737
G0:0005681
G0:0016841
G0:0000398
AF292367.1 Rubus RITO0000831
Chalcona
) idaues * PKS1 21303Bras_G21824|
sintasa AT5G13930.1
CHS EU862821.1 Rubus G0:0009288
idaeus* PKS1 G0:0006629
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AF292368.1 Rubus
idaues * PKS2
AF292369.1 Rubus
idaues * PKS3
EF694717.1 Rubus
idaues * PKS4
EF694718.1 Rubus
idaues * PKS5

* PSK1

EU123532.1 Rubus

sp.
P RITO00001253
EU255776.1 Rubus
1133Bras_G01174|G
Flavanona 3- coreanus
) . 0:0004185
hidroxilasa AT3G51240.1 EU078685.1 Rubus
G0:0016491
F3H coreanus
G0O:0006508
FJ554630.1 Rubus
) _ GO0O:0055114
occidentalis
RITO00006506
14497Bras_(G14884|
G0:0004672
o G0:0005488
Antocianina
) KX950789.1 Rubus G0:0016491
sintasa AT5G13930.1 _
idaeus GO0:0007275
ANS
G0:0019538
G0:0044260
GO0:0050794
GO0:0055114
RITO00002524
) AB197150.1
Histona H4 _ 1949Bras_G02015|G
) * Fragaria X
HisH4 0:0005524
ananassa

G0:0016887
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Anexo 2. Datos de concentracion, pureza e integridad del RNA empleando diferentes

protocolos de extraccion en tejidos de Rubus fruticosus y R. idaeus.

Tejido

Método

RNA (ng/ul)

260/280

260/230

Integridad

Callo en medio MS
adicionado con 1.0
mg/L de NAA Yy
0.25 mg/L de BAP,
en condiciones de
fotoperiodo.

Especie:
Zarzamora

CTAB
(McRae,
2007)

901.55+713.4

1.19

1.05

Callo en medio MS
adicionado con 1.0
mg/L de NAA 'y
0.25 mg/L de BAP,
en condiciones de
fotoperiodo.

Especie:
Zarzamora

Trizol

(Invitrogen
TM)

149.85 +£68.2

1.18

0.45

Callo en medio
Gamborg B5
adicionado con 2.0
mg/L de 2,4-D, 0.1
mg/L de Kiny 50
mg/L de L-cisteina,
en condiciones de
oscuridad.

Especie:
Zarzamora

SDS
(Huded et al.,
2018)

148.57 £ 25.9

1.69

1.92
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Callo en medio
Gamborg B5
adicionado con 2.0
mg/L de 2,4-D, 0.1
mg/L de Kiny 50
mg/L de L-cisteina,
en condiciones de
oscuridad.

Especie:
Zarzamora

SDS/Na
(Huded et al.,
2018)

170.7 £ 13.8

1.82

2.11

Cultivos de células
en suspension en
medio B30, en
condiciones de
oscuridad.

Especie:
Zarzamora

SDS/Na
(Huded et al.,
2018)

89.75+9.4

1.88

2.16

Cultivos de células
en suspension en
medio B30, en
condiciones de
oscuridad.

Especie:
Zarzamora

SDS
(Huded et al.,
2018)

121.95+25.1

1.82

1.99

Cultivos de células
en suspension en
medio B30, en
condiciones de
oscuridad.

Especie:
Zarzamora

CTAB
(Chen et al.,
2012)

310.15 +
247.02

2.0475

1.70
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Cultivos de células
en suspension en

) (Huded etal., | 11155+11.60| 1.765 1.605

oscuridad.
2018)

Especie:

Zarzamora

Cultivos de células

en suspension en

medio B30, en CTAB 2.0

condiciones de (Modificado

oscuridad. de Huded et 714.8 £0.71 1.98 1.925
al., 2018)

Especie:

Zarzamora

Cultivos de células

en suspension en

medio B30, en CTAB 2.0

condiciones de (Modificado

oscuridad. de Huded et 1427.1 £63.64 | 2.035 2.125
al., 2018)

Especie:

Frambuesa

Cultivos de células

en suspension en

medl_o Gamborg CTAB 2.0

orciniones de luz | Modificado | o) o) | gss | 50

condiciones de luz | 4o 1 ded et 4+ 84. : )

continda al., 2018)

Especie:
Zarzamora




Anexo 3. Induccion y establecimiento de callo en Rubus fruticosus y R. idaeus

Especie Tipo de explante | Medio de induccién Med"? d_e Caracteristicas de
establecimiento callo
Rubus Hojas j6venes de M_S con 0.1 mg/L de |MS con 3 mg/L NAA + C_aIIo altamente ]
frUtiCOSUS plantas in vitro Kin + 3.0 mg/L de 0.1 mg/L KIN + 50 friable de color café
NAA mg/L de L-cisteina claro
Gamborg B5 con 2

Rubus Hojas jovenes de ga;?_b;ergKﬁ\? Eoznoo.l mg/L 2,4-D + 0.1 Callo poco friable de
fruticosus plantas in vitro 9 ' mg/L KIN + 50 mg/L | color amarillo-dorado

mg/L de 2,4-D

de L-cisteina

Rubus idaeus

Hojas jovenes de
plantas in vitro

Gamborg B5 con 0.1
mg/L de KIN + 2.0
mg/L de 2,4-D

MS con 2 mg/L 2,4-D
+ 0.1 mg/L KIN + 50
mg/L de L-cisteina

Callo altamente
friable de color
amarillo claro

Rubus idaeus

Segmentos del
hipocétilo 1 cm

MS con 2 mg/L 2,4-D
+0.1 mg/LKINo 3
mg/L NAA + 0.1 mg/L
KIN.

Callo friable de color
blanco brilloso, se
oxid6 al mes de edad
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