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RESUMEN

Las plantas del género Azorella, entre ellas A. compacta y A. trifurcata, han sido
investigadas por mucho tiempo debido a sus conocidas cualidades medicinales, las
cuales se han estudiado en profundidad y se ha encontrado que estan asociadas a la
accion de compuestos llamados diterpenos los cuales poseen estructuras organicas
muy particulares encontradas en este tipo de plantas y que les confieren las cualidades
medicinales respectivas. Dentro de los caracteres medicinales que estos diterpenos
poseen estdn sus actividades antihiperglicémicas, combatientes del Alzheimer,
antiparasitarias, gastroprotectoras, espermicidas, antibacterianas, antiinflamatorias,
entre otras. De aqui se desprende el interés de desarrollar métodos alternativos de
produccién de este tipo de compuestos desde el punto de vista biotecnoldgico, ya que
estas plantas son especies protegidas y su explotacién con fines farmacologicos no
puede ser realizada, ademas de que presentan un crecimiento muy lento como para
realizar cultivos de estas al nivel de otras especies de comin uso en la agricultura.
Dentro de los métodos que se han buscado para realizar la produccién de metabolitos
secundarios con actividad biolégica en plantas del género Azorella, recientemente se
han desarrollado cultivos liquidos de células en suspensién de A. compacta, las cuales
se producen basicamente estimulando explantes de la planta en oscuridad con la
hormona sintética 2,4D (dcido diclorofenoxiacético) para asi generar callos los cuales
son puestos luego en medio liquido con la hormona en donde son producidas las
células en suspension. Esta aproximacién experimental fue replicada en este seminario
de titulo con células de Azorella trifurcata. Adicionalmente, se estimularon las células
mediante el uso de elicitores como lo son el acido jasménico o el acido salicilico, los
cuales poseen la capacidad de estimular células para producir metabolitos secundarios

que estan asociados a la defensa de la planta contra estrés abiético o bidtico. De esta




manera se encontrd mediante TLC (cromatografia en capa fina) que mediante
tratamientos con acide jasmonico se produjeron compuestos organicos de tipo apolar.
Por otro lado, como no se conocen las rutas de biosintesis de diterpenos en plantas de
este género, se intentd realizar un andlisis de expresion de genes conocidos que
generan diterpenos ciclicos en otras plantas relativamente cercanas a Azorella
confeccionando partidores especificos para los genes ent-kaureno sintasa y pirofosfato
de eni-copalilo sintasa que codifican para enzimas involucradas en la sintesis de
diterpenos. Luego de obtener un amplificado de PCR candidato, éste se cloné en
bacterias y se envié a secuenciar, el cual fue obtenido utilizando los partidores
elaborados para ent-kaureno sintasa, en donde se produjo una secuencia de 660 pb la
cual, desafortunadamente, correspondié al gen de la subunidad ribosomal 26§ de

Azorella trifurcata.

ABSTRACT

Plants of the genus Azorella, among them A. compacta and A. lrifurcata, have been
investigated for a long time because of its known medicinal qualities, which have
thoroughly been studied and it has been found that these medicinal qualities are
associated to the action of compounds called diterpenes which have very particular
organic structures in these plants, structures that give them the respective medicinal
qualities. Within these qualities, there are diterpenes with biological activities such like
antihyperglicemic, Alzheimer fighters, antiparasitic, gastroprotective, spermicides, anti-
bacterial, anti-inflammatory, among others. Because of this, it has been attracted the
interest on developing alternative methods of production of these compounds from the
point of view of biotechnology, as these plants are protected species and their

exploitation for pharmacologica! purposes cannot be performed, in addition fo having a
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very slow growth rate compared to other species commonly used in agriculture. Within
the methods for the production of biological active secondary metabolites, in plants of
the genus Azorslla recently it has been tried to generate models of liquid cultures of
cells in suspension in A. compacta, which are produced mainly by stimulating explants
of the plant in darkness with the synthetic hormone 2,4D (dichiorophenoxyacetic acid)
to generate calli which are then placed in liquid medium with the hormone, thus
producing the cells in suspension. These experiments were replicated in this thesis with
Azorella trifurcata cells. Additionally the cells were stimulated using elicitors such as
jasmonic acid or salicylic acid, where it has been shown that this elicitors have the
ability to stimulate cells to produce secondary metabolites that are associated with plant
defense against biotic or abiotic stress. Thus, possible diterpene biosynthesis was
studied in liquid cultures which were analyzed by TLC (thin layer chromatography)} and
it was found that by using jasmonic acid, polar organic compounds were produced.
Furthermore, as routes of biosynthesis of diterpenes in plants of this sort are not known,
it was attempted expression analysis of known genes that generate cyclic diterpenes in
other nearby plants to Azorefla making specific primers for the genes eni-kaurene
synthase and ent-copalyl pyrophosphate synthase, then it was obtained a candidate
DNA fragment amplified by the PCR technique using primers made to the ent-kaurene
synthase gene, which was cloned into bacteria and sent to sequence. Unfortunately the

sequence corresponded to the 268 ribosomal subunit gene of Azorelfa frifurcata.




1. INTRODUCCION

1.1 El género de plantas Azorella.

Las plantas del género Azorella estdn compuestas por 26 especies ubicadas
principalmente en el suroeste de Sudamérica y son conocidas coloquialmente como
“yaretas” (Martinez y cols., 1993). Son clasificadas como especies de la familia de las
Apiaceae, en donde también estan ubicadas plantas conocidas por la poblacion como
lo son la Zanahoria (Daucus carota) y el Apio (Apium graveolens) (Hill, 1965; Zuloaga y
cols., 1999). Ademas pertenecen al gran grupo de plantas con flores eudicotiledoneas
Asterids, el cual posee mas de 80 mil especies, en donde se ubican 30 érdenes y mas
de 100 familias de especies vegetales (APGII, 2003). Las plantas del género Azorella
presentan una morfologia muy particular dentro de todas sus especies, esto hace que
al verlas estas se aprecien como verdaderos cojines verdes, ya que crecen a ras del
suelo y forman verdaderas acumulaciones de tejido vegetal que rodea superficies de

tierra o rocas (Arroyo y cols., 2003). En la Figura 1 se observa la estructura general de

algunas plantas del género Azorella.




Figura 1: Imégenes tomadas a distintas especies del género Azorella. Aqui se puede observar que la
forma de cojin es muy notoria en los asentamientos de estos organismos. A} A. madrepérica (Fotdgrafo
Anénimo 1); B) A. trfurcata (Fotégrafo Andnime 2); C) A. compacta (Fotégrafo Anénimo 3); D} A.

pedunculata (Fotégrafo Anénimo 4).

Normalmente este tipo de plantas viven en regiones inhdspitas y de climas extremos,
como en: la cordillera de los Andes a grandes alturas en el norte de Chile, sur de Per,
oeste de Bolivia, seciores cordilleranos del Ecuador y noreste de Argentina; también se
han encontrado en sectores al extremo sur de Chile {Aysén, Magallanes) y Argentina
(Patagonia) y en sectores del centro-sur de Chile hacia la cordillera de los Andes.
Ademés, se han registrado especies de Azorella en sectores tan aislados como lo son
las islas subantarticas, lo que muestra las grandes adaptaciones a climas extremos
que este tipo de plantas han desarroilado a lo large de millones de afios de evolucion

(Andersson y cofs., 2006; Flora Chilena, 2015).

Dentro de lo que las caracteriza desde e! punto fisiolégico es la capacidad que poseen
de vivir bajo suelos con baja cantidad de nutrientes o &ridos, también con bastante
exposicion al sol y a la radiacién ultravioleta, ademas son plantas que generalmente no
crecen a la sombra y son de crecimiento lento (Arroyo y cols., 2003; Martinez y cols.,
1989). Especificamente en lo que respecta a la especie Azorella trifurcata, la cual es
tratada mas en profundidad en este seminario de titulo, posee la particularidad de
crecer en areas hiimedas, es decir en proximidades de humedales o lagos, y de
sobrevivir cuando es tapada completamente por nieve, la cual es una cualidad
interesante que comparte con la mayorfa de las plantas de este género (Areche y cols.,

2009; Flora Chilena, 2015). Esta especie se puede encontrar principalmente en areas




el centro sur de Chile como el lago Llanquihue (X Region de los Lagos, Chile) o en las
inmediaciones de! lago Icalma (IX Region de La Araucanfa, Chile) (Gardner, 2013).
Desde el punto de vista ecoldgico cabe destacar que la estructura en que se
desarrollan estas plantas permite facilitar la vida de otras especies vegetales o
animales dentro del cojin que forman almacenando humedad y aumentando la
temperatura ambiental dentro de la planta con respecto al aire, asi formando un
microecosistema muy interesante desde el punto de vista ecoldgico (Arroyo y cols.,
2003). Por ofro lado se conocen hbeneficios o cualidades interesantes que estos
organismos vegetales han proporcionado al ser humano. Entre ellos se encuentran
principalmente las cualidades medicinales que poseen, las cuales han sido conocidas
por muchos afios por las poblaciones rurales aledafias a sectores en donde estas
plantas crecen y han sido utilizadas como medicinas naturales por mucho tiempo para
tratar diversas afecciones ya sea de tipo estomacales, respiratorias, dermatolégicas o
hiperglicémicas. (Morales y cofs., 2003). Ademas, hace no mucho tiempo en Chile
algunas especies de Azorella {principalmente A. compacta) fueron explotadas de
manera severa por las industrias mineras, como también por parte de la poblacién con
el fin de producir energia caldrica, debido al alto potencial energético que poseen las
raices de estas plantas para producir fuego. Con respecto a esto Ultimo se considerd
por parte del Estado de Chile la idea de proteger bajo la ley todo tipo de extraccion de
plantas del género Azorella (Azorella spp.), de esta manera actuaimente es penada por
ley cualquier tipo de explotacién de las distintas especies de yareta que habitan en
territorio chileno (Mufioz y Serra, 2006). Ahora hablando especificamente de las
cualidades medicinales que este tipo de plantas poseen, se ha encontrado gue
principalmente estan atribuidas a una gran variedad de diterpenos, los cuales son

Gnicamente encontrados en plantas de la subfamilia Azorelloideae en donde se

6




encuentran diversos géneros de plantas incluyendo Azorella, Mulinum, Lateria y otros

géneros de especies emparentadas (APG Il, 2003). Los diterpenos que se han

encontrado en plantas de la subfamilia Azorelloideae son muy particulares dentro del

reino vegetal y no se conoce de qué manera especifica se sintetizan, por lo tanto

solamente se han estudiado las estructuras quimicas y las actividades biol6gicas que

estos presentan, los que han sido aislados a partir de extractos organicos de diversas

especies del género Azorella u otros géneros (Areche y cols., 2014). También se han

encontrado triterpenos con cualidades medicinales en plantas del género Azorella

(Areche y cols., 2009). Algunos de los compuestos mencionados anteriormente se

nombran y describen en la Tabla 1:

Tabla 1. Compuestos con actividad biolégica aislados de diferentes especies de Azorella.

Compuesto

Acido mulinélico (diterpeno)

Azorellanol (diterpeno)

Acido mulin-11,3-dien-20-oico
(diterpeno)

Acetato de 20-hidroximulin-11,13-
dienilo

(diterpeno)

Acido 14-dihidroximulin-11-en-20-
oico (diterpeno)

Acido mulinico (diterpeno)

13-a-hidroxi-7-oxoazorellano
(diterpeno)

13-B -hidroxi-azorellano (diterpeno)

Diterpeno de tipo mulinano (nombre
no asignado)

Actividad

Antihiperglicémico (Fuentes y cols., 2005); tricomonocida (Loyola y
cols., 2001)

Antihiperglicémico (Fuentes y cols., 2005), fuerte actividad
tripanocida (Araya y cols., 2003); antiinflamatorio (Borquez y cols.,
2007); tricomonocida (Loyola y cols., 2001)

Fuerte actividad tripanocida contra T. cruzii 99%, actividad
tricomonocida (Loyola y cols., 2001); actividad gastroprotectora
(Areche y cols., 2014) ’

Inhibicion del crecimiento de Plasmodium berghei
(Loyola y cols., 2004)
Inhibicion del crecimiento de Plasmodium berghei (Loyola y cols.,

2004)

Actividad inhibidora de acetilcolinesterasa (combate el Alzheimer)
(Areche y cols., 2009)

Inhibidor de la movilidad de espermatozoides humanos (Morales y
cols., 2003), actividad triconomocida (Loyola y cols., 2001).

Actividad triconomocida (Loyola y cols., 2001).
Leve actividad gastroprotectora (Salgado y cols., 2014).




Lanost-7-en-3B-ol (triterpeno) Actividad inhibidora de acetilcolinesterasa (combate el Alzheimer)

(Areche y cols., 2009).

Extracto acuoso Antioxidante (Rojo y cols., 2009)

Como se contempld en la Tabla 1, hay una gran variedad de diterpenos y de
actividades biolégicas asociadas a estos, encontrados en las diversas especies del
género Azorella, siendo estos compuestos los mas interesantes desde el punto de vista
biotecnolégico. En la siguiente seccién se describen mas en profundidad los
mecanismos conocidos con respecto su sintesis general, como también se describen
ejemplos de estructuras de diterpenos sintetizados en plantas del género Azorella.

1.2 Diterpenos: estructura, funcién y biosintesis.

La biosintesis de diterpenos es un aspecto del metabolismo primario y
secundario de plantas y hongos bastante estudiado en las ultimas décadas (ljoma,
2007). Sin embargo, existen diferencias importantes en los procesos biosintéticos que
generan este tipo de compuestos, por lo que es légico que la variedad de diterpenos y
sus estructuras organicas sea muy amplia. Sin embargo un aspecto comun que todos
estos compuestos poseen es que provienen del sustrato comun llamado pirofosfato de

geranilgeranilo o por sus siglas GGPP (Figura 2; ljoma, 2007):

Figura 2: Estructura del GGPP. La imagen muestra la presencia de 20 atomos de carbono en la

estructura isoprenoide de esta molécula (ljoma, 2007).




Esta molécula posee veinte atomos de carbono los cuales estan de acuerdo
con los veinte atomos de carbonos que se presentan en el esqueleto de un diterpeno
comun. El proceso en el cual se obtiene este sustrato esencial para la sintesis de
diterpenos en las células es mediante dos vias metabdlicas paralelas presentes en
plantas, la via del mevalonato (MVA) o de la HMG-CoA reductasa que se producé en el
citoplasma celular y la via del no-mevalonato (MEP) o DOXP la cual se realiza en el
interior de los plastidos celulares (ljoma, 2007). Estas dos vias metabdlicas producen
como productos finales el IPP (pirofosfato de isopentenilo, 5 carbonos) y el DMAPP
(pirofosfato de dimetilalilo, 5 carbonos) los cuales son isomeros producidos en ia etapa
final de las vias anteriormente mencionadas, los cuales reaccionan debido a la accion
de la enzima pirofosfato de geranilo sintasa (GPS) formando el compuesto pirofosfato
de geranilo (GPP, 10 carbonos) el cual reacciona luego con otra molécula de IPP por la
accion de la enzima pirofosfato de famesilo sintasa (FPS) formando el compuesto
pirofosfato de farmesilo (FPP, 15 carbonos), este a su vez es utilizado en el siguiente
proceso bioquimico por la enzima pirofosfato de geraniigeranilo sintasa (GGPS), la cual
utiliza una nueva molécula de IPP y la molécula de FPP para sintetizar finalmente
GGPP (20 carbonos) (ljoma, 2007; Tata y cols., 2015). Como podemos ver, hay dos
compartimientos de la célula en donde se puede producir GGPP, sin embargo lo que
se ha visto es que principalmente este producto en el citoplasma sirve para su
utilizacién en la sintesis de sesquiterpenos y triterpenos; y en el caso de su sintesis en
los plastidios éste es utilizado principalmente en la sintesis de carotenoides,
monoterpenos y diterpenos (Ridley S. y Ridley J., van Klink y cols., 2005). Ahora,
entrando directamente en la forma en que el GGPP se cicla de manera de formar los

diterpenos, los cuales son principalmente compuestos que en su estructura estan

conformados por ciclos carbonados, se pueden encontrar estructuras de tres, cuatro y




cinco ciclos (MacMillan y Beale, 1999). Estas estructuras son producidas por la accion
conjunta de diferentes enzimas o ciclasas involucradas en la biosintesis de diterpenos
llamadas diterpeno sintasas (diTPS). Existen las diTPS de clase | y Il, en donde se ha
observado que en primer lugar una diTPS de clase il toma el compuesto GGPP para
formar un diterpeno ciclico inicial. El proceso que estas enzimas de clase [l catalizan
en general esta definido por la ciclacién dependiente de protonacion del GGPP a un
compuesto de tipo difosfato biciclico, lo cual es realizado en la enzima por un motivo
funcional tipo DxDD en el extremo N-termina! del dominio yB. En segundo lugar el
difosfato biciclico es utilizado como sustrato por una diTPS de clase |. Estas enzimas
poseen motivos DDxxD y NSE/DTE en el dominio a de la enzima los cuales realizan un
clivaje del segmento difosfato del compuesto biciclico inicial lo que es seguido por
varios posibles reordenamientos de la molécula (dependiendo de la especie) que
desencadenan en diferentes tipos de estructuras de diterpenos ciclicos. La reaccién
anterior catalizada por la diTPS de clase 1 genera el intermediario que serd modificado
posteriormente por otro tipo de enzimas, lo que le dara la funcionalidad al diterpeno.
Las modificaciones posteriores se realizan por enzimas que pueden presentar actividad
oxigenasa, metilasa u ofro tipo de modificacion, las cuales realizan la transformacion
quimica de la estructura de anillos y los hacen funcionales desde el punto de vista de
las actividades biolégicas que los diterpenos en su forma final presenten; fas diTPS de
clase | también poseen la capacidad de hidroxilar la estructura de anillos proporcionada
por una diTPS de clase |l (Zerbe y cols., 2014). En Ja Figura 3 se muestran algunos

procesos conocidos de biosintesis de diterpenos.
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Figura 3: A) Transformacién del GGPP a ent-CPP por accién de pirofosfato de ent-copalilo sintasa.
La enzima que cataliza este proceso es una diTPS de clase ll. B) Transformacién de ent-CPP a ent-
kaureno por accién de la enzima ent-kaureno sintasa. La enzima que calaliza este proceso es un
ejemplo clasico de diTPS de clase I. Se observa que el producto de esta reaccion ya no posee el

pirofosfato ligado al esqueleto del diterpenc (MacMillan y Beale, 1999).

Como se observa en las figuras 3A y 3B en el caso de la transformacion del
GGPP a ent-kaureno esta transformacion es muy conocida y el ejemplo claro en el que
se utilizan dos enzimas, una de clase Il en primer lugar {pirofosfato de ent-copalilo
sintasa) la cual forma ent-CPP el cual es utilizado por la enzima de clase | enf-kaureno
sintasa para formar eni-kaureno el cual es un intermediario en la sintesis de
giberelinas. Sin embargo, la estructura de los diterpenos caracterizados previamente y
para los cuales se conocen las enzimas involucradas en su biosintesis, tienen
estructuras muy diferentes a las de los diterpenos que poseen actividad biologica
sintetizados en especies del género Azorella. Se han encontrado diterpenos
semejantes a los aislados de plantas del género Azorella en organismos vegetales de

tipo briéfitas. Dentro de las caracteristicas de este tipo de compuestos encontrados en
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briéfitas se tiene que poseen anillos de cinco miembros y siete miembros al igual que
en diterpenos encontrados en Azorella (acoplados a un anillo de seis miembros), sin
embargo tampoco se han realizado estudios enzimaticos ni genéticos que permitieran
conocer qué genes y enzimas estan involucradas en su biosintesis (Asakawa y cols.,
2013; Eisenreich y cols., 1999). Ahora, con respecto a los diterpenos que las plantas
del género Azorella sintetizan se muestran en la Figura 4 ejemplos de cuatro
diterpenos comunmente encontrados en exiractos organicos de plantas del género
Azorella, dos de los cuales fueron utilizados como patrones en los estudios

cromatogréaficos (A y B} en este seminario de titulo:

Figura 4: Diterpenos comiinmente encontrados en especies del género Azorella. A) acido mulin-
11,3-dien-20-oico, B} azorellancl, C) 4cido mulindlico, D) 7-a-acetoxi-9-epi-13B-hidroximulinano (Areche y
cols., 2014).

Como se puede notar en las estructuras mostradas, existe en todos los casos
un anillo de cinco miembros acoplado a un anillo de seis miembros central, el cual sdlo
se ha observado en moléculas de diterpenos que se han encontrado en plantas de la
subfamilia Azorelloideae y britfitas. Particularmente en Azorelfoideae el anillo de siete
miembros esta en la mayoria de los casos acoplado al anillo de seis miembros central,
lo cual no se ha observado en diterpenos encontrados en bridfitas. (Areche y cols.,
2014; Asakawa y cols., 2013; Eisenreich y cofs., 1999). Finaimente con respecto a la
funcién que este tipo de moléculas poseen no se ha reportado especificamente en qué

procesos fisiolégicos acttian en el género Azorella. Sin embargo, en ofras especies no
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emparentadas se ha descrito que la produccion de diterpenos ciclicos esta asociada a
la produccién de giberelinas, las cuales son hormonas importantes en el desarrollo
vegetal; también se puede mencionar la biosintesis en el cloroplasto del compuesto
fitol, que es un diterpeno e! cual participa como componente de la clorofila (ljoma,
2007). También se ha reportado que posiblemente las funciones que entreguen
algunos de estos productos de! metabolismo secundario tengan que ver con la
proteccién de las plantas contra agentes bidticos externos, 1o que se condeciria con los
resultados de la actividad de algunos diterpenocs encontrados en diversas especies, en
donde se ha probado que actiian naturalmente en la planta en contra de bacterias o
parasitos, 0 como repelentes de insectos (Caniard y cois., 2012; de Morales y cols.,
2014; Zerbe y cols., 2013). Sin embargo, en muchos casos se cree que la sintesis de
estos compuestos no tiene explicacion desde el punto de vista fisioldgico y que su
aparicién se produjo en el proceso de evolucidn de manera azarosa sin un objetivo

biolégico especifico (Dudareva y Gershenzon, 2007).

1.3 Estrategias de cultivo in vitro de células de especies vegetales que

producen metabolitos secundarios de interés farmacolégico.

Actualmente es de gran importancia mundial el descubrimiento de condiciones
de cultivo especificas para cada tipo de organisme que permitan la sintesis eficiente de
los compuestos del metabolismo secundario que se conoce que son importantes en la
industria farmacéutica (Vanisree y cols., 2004). Su importancia deriva de la dificultad de
obtener grandes cantidades de compuestos de alta importancia médica directamente
desde las plantas que crecen en condiciones nativas, las cuales en general producen

muy bajas cantidades de estos metabolitos secundarios y que ademas, si son




explotadas de manera desmesurada se corre el riesgo de extinguirlas asi perdiendo la
fuente de estos importantes organismos que generan de manera natural compuestos
interesantes para el uso humano (Vanisree y cols., 2004). Esta el ejemplo de la
produccion del diterpeno taxol, el cual es de alta importancia en la lucha contra el
cancer, que en condiciones normales se produce en cantidades que estan cerca del
0,001% del peso seco de ia planta silvestre (Taxus brevifolia) lo cual claramente es una
cantidad baja desde el punto de vista biotecnolégico (Cragg y cols., 1993). De esta
manera se han estudiado por mucho tiempo mecanismos biotecnoldgicos para mejorar
las condiciones de los cultivos de células vegetales. Principalmente, este tipo de
cultivos se realizan a partir de células en suspension generadas por callos puestos en
suspensién en medio liquido, el cual puede estar en agitacidn como también inmoévil lo
que dependera de qué tipo de células o tejido se utilizan en los cultivos (Vanisree y
cols., 2004). Puede aplicarse la estimulacién de las células vegetales por medio de
hormonas como comunmente se utilizan el 2,4D o NAA las que en algunos casos
mejoran Jas condiciones de cultivo produciendo sustancialmente mas cantidades de
metabolitos secundarios extraibles (Sakato y Misawa, 1974; Van Hengal y cols., 1992).
Sin embargo, también se ha reportado que la utilizacion de hormonas de este tipo en
algunas especies vegetales solamente disminuye la sintesis de estos metabolitos
(Tsay y cols.,, 1994; Tsay, 1999). También la adicion de carbohidratos como la
sacarosa la que se utiliza como estimulante para la produccion de metabolitos
secundarios con interés medicinal en cultivos de células en suspensién (Chen, 1985).
Por otro lado un métode que también es muy aprovechado en esta area de la
biotecnologia es la aplicacién de elicitores como jasmonato de metilo, &cido jasmodnico
o acido salicllico para aumentar la sintesis de este tipo de compuestos en cultivos de

diversas especies vegetales, los cuales son mensajeros secundarios que activan
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genes de sintesis de compuestos que las plantas naturalmente utilizan para su defensa
contra patégenos, esirés abiético, o como repelentes contra animales herbivoros como
insectos u otros (Gadzovska y cofs., 2007; Rodas y cofs., 2015). También se ha
reportado el uso de elicitores biolégicos como microorganismos los cuales de alguna
manera estimulan ciertos tipos celulares para producir mas de sus metabolitos
secundarios de interés medicinal (Ciddi y cols., 1995; Strobel y cols., 1992; Yukimune y
cols., 1996). Actualmente nuevas estrategias se han desarrollado para mejorar cuitives
de células en suspensién como los son las técnicas de transformacion celular mediante
Agrobacterium tumefaciens ya sea de tejidos diferenciados o de tejidos indiferenciados
como los son los callos (Choi y cols., 1989). Con estas estrategias se ha logrado
mejorar sustancialmente algunos tipos de cultivos, en donde necesariamente se deben
conocer las rutas de biosintesis de los metabolitos en cuestién para sobreexpresar los
genes de interés con el objetivo de producir altas cantidades de los compuestos
biclégicamente activos (Vanisree y cols., 2004). También dentro de las técnicas que
emplean como base la biologfa molecular para mejorar la produccién in vitro de
metabolitos de interés biotecnoldgico estda la expresién heteréloga de genes
particulares de organismos que producen compuestos de alto interés medicinal en
organismos en donde su cultivo in vifro ya ha sido estandarizado eficientemente con el
fin de propagar sus células y producir en altas tasas metabolitos secundarios que
naturalmente se producen en diferentes especies de plantas. Esta utilizacion de
organismos modelo para sintetizar diterpenos de interés medicinal se ha realizado en
células bacterianas de Escherichia coli (expresando diterpenos de Marrubium vulgare),
de Saccharomyces cerevisiae {expresando diterpenos de Salvia sclarea) o en células
vegetales de Nicotiana benthamiana (expresando diterpenos de Arfemisia annua), en

donde se ha observado un aumento en la eficiencia de produccion de diterpenos con
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respecto a los métodos convencionales (Zerbe y cols., 2014; Caniard y cols., 2012;
Buckner y Tissier, 2013). Otro punto importante de destacar en cuanto a las tendencias
actuales de cultivos de este tipo es la dificultad que se ha observado en cuanto a
producir metabolitos secundarios de interés medicinal en tejidos indiferenciados en
algunas especies, es decir, no se han encontrado en algunos casos las formas de
estimular células indiferenciadas para que produzcan in vitro los metabolitos que se
desean producir. Es por ello que ha sido necesario realizar los cultivos en los tejidos
especializados, lo que dificulta la eficiencia en la produccién masiva de compuestos de
interés industrial. Como ejemplo esta la produccién de saponina u otros productos en el
Ginseng (Panax ginseng), compuestos que s6lo se producen en tejido de la ralz, por lo
que no ha sido posible prescindir de cultivos in vifro de este tejido (Hussain y cols.,
2012). Otro caso importante de mencionar son los experimentos realizados con la
planta medicinal Hypericum perforatum en donde en cultivos de células indiferenciadas
en suspensién no se producen los compuestos de interés como las hipericinas e
hiperforinas las cuales se sintetizan especificamente en glandulas foliares en la planta
silvestre, sin embargo se han generado ofro tipo de metabolitos secundarios como los
fenilpropanoides y las naptodiantronas (Hussain y cofs., 2012; Gadzovska y cols.,
2007). Finalmente es importante mencionar experimentos recientes que se han

realizado en células indiferenciadas de Rosmarinus officinalis L. en donde ia aplicacién

de elicitores bidticos como hongos o abidticos como CaCl: aumentaron la produccién
de diterpenos de interés medicinal lo que se observé en andlisis de cromatografia

HPLC (Rashid y cols., 2011).
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1.4 Estrategia a utilizar.
En este seminario de titulo se realizaron cultivos in vifro liquidos de células en

suspensién de Azorella trifurcata obtenidas a partir de callos generados en medios
semisdlidos con la aplicacién de la hormona 2,4D (acido 2,4-diclorofenoxiacético). Las
suspensiones fueron tratadas con los elicitores acido jasménico, salicilato de metilo y
&cido salicilico con el fin de observar la posible estimulacién de la produccién in vitro de
metabolitos secundarios, especificamente diterpenos de interés medicinal
como &ecido mulin-11,13-dien-20-oico, 13a-hidroxiazorellano, 1383-hidroxiazorellano,
acido mulinélico, azorellanol, &cido mulin-11,13-dien-18-acetoxi~16,20-dioico, entre
otros. Por otro lado, otro de los objetivos de este seminario de titulo fue analizar la
expresion de genes que se conoce que participan en la sintesis de diterpenos en
especies relativamente emparentadas a Azorella trifurcata. Se esperaba evaluar si los
genes candidatos seleccionados, pirofosfato de ent-copalilo sintasa y ent-kaureno
sintasa, se encontraban expresados en hojas silvestres de Azorelfa trifurcata. Para ello,
se disefiaron partidores basados en secuencias de ARNm de dos genes seleccionados
(de! clado filogenético Asterids, al cual pertenece Azorella trifurcata) que asi
permitieran ver la posible expresién de alguno de estos genes analizando por medio de
la técnica de RT-PCR. Para ello se estandariz6 la exfraccién de ARN de hojas de
Azorella trifurcata para luego purificar y clonar un fragmento amplificado exitosamente
con los partidores disefiados, con el fin de reconocer la identidad de la secuencia

clonada y asociarlo a algun gen candidato involucrado en la biosintesis de diterpenos.
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1.5 Objetivo General

Estandarizar y evaluar la produccién de diterpenos de interés medicinal en cultivos in
vitro liquidos de células en suspension de Azorefla trifurcata aplicando los elicitores
cido jasmonico, acido salicllico y salicilato de metilo, y estudiar la expresion de dos

genes involucrados en vias metabélicas de sintesis de diterpenos.

1.6 Objetivos Especificos

« Establecer el cultivo in vitro liquido de suspensiones celulares provenientes de
callos de Azorella trifurcata aplicando los elicitores acide jasménico, acido
salicllico y salicilato de metilo.

» Evaluar la produccién de diterpenos en cultivos liquidos de suspensiones
celulares de Azorella trifurcata sometidos a los elicitores mediante analisis de
cromatografia en capa fina (TLC).

- Disefiar los oligonucleétidos y analizar la expresion de los genes eni-kaureno
sintasa y pirofosfato de ent-copalilo sintasa, involucrados en vias metabdlicas de
sintesis de diterpenos en hojas de Azorella trifurcafta,

« Clonar e identificar la secuencia de un gen de Azorella trifurcata involucrado en

la biosintesis de diterpenos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material bioldgico.

Se utilizaron muestras de Azorefla trifurcata traidas desde fcalma (IX Region de
la Araucania, Chile) fas que se trasplantaron a macetas cultivadas en el patio del
Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias. Tejido de brotes
nuevos se emplearon para el cultivo in vitro, y para la extraccién de ARN. Por otro lado
se usaron células de Escherichia coli DH5a quimiocompetentes las cuales se utilizaron
para clonar un fragmento de un gen de la planta.

2.2 Reactivos.

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para desarrollar las técnicas de
biologia molecular requeridas. Estos productos se obtuvieron de empresas y marcas
registradas tales como Promega, Invitrogen, Fermentas, Thermo Fisher Scientific, New
England BiolL.abs Inc., Sigma-Aldrich e Integrated DNA Technologies.

2,3 Plasmidos

pCR8 ® /IGW/TOPO ® (Invitrogen): Vector de clonamiento o vector de entrada
de fipo Gateway ® que permite el clonamiento de productos de PCR amplificados
con la enzima Tag ADN polimerasa. El clonamiento estd mediado por la enzima
Topoisomerasa asociada al vector. Luego del clonamientc el gen o secuencia de
interés queda flanqueado por los sitios de recombinacion atil1 y attL2 que hacen
posible la recombinacion del gen de interés a un vector de destinacién. Ademas el
vector posee dos secuencias M13 forward y reverse las cuales también flanquean al
gen o fragmento, las cuales permiten realizar la secuenciacion del fragmento o gen

ligado a Ia regién intermedia del vector utilizando los partidores especificos para esas
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regiones del vector. El vector pCR8 posee un origen de replicacién pUC y resistencia a
espectinomicina (Thermo Fisher Scientific, 2015).
2.4 Partidores |

Los partidores empleados en este seminario de titulo fueron sintetizados en IDT
® DNA Technologies. Los partidores liofilizados fueron resuspendidos en agua
nanopura y se mantuvieron a una concentracién de 250 pM a -20 °C. Para las

reacciones de PCR se utilizaron alicuotas de partidores 10 uM.
Tabla 2: Partidores utilizados en el seminario de titulo. La letra F hace referencia al partidor

sentido mientras que Ia letra R denota al partidor en antisentido.

Gen Objetivo | Partidores | Secuencia (5' > 3°) Tm Fragmento
partidar esperado (pb)
(°C)

ent-kaureno ent-k:F TGGGTAGCTATGGTACCTTC | 86,7

sintasa (ent-k) | ent-k:R TCACGATGTATGGCTTGGCA | 56,8 1000

pirofosfato de | ent-c:F GGCTGATGGTTCGTGGGG 58,9

ent-copalilo ent-c:R CAGCCGATCAACTGCCCA 58,2 500
sintasa

(ent-c)

2.5 Obtencién y esterilizacion de explantes de Azorella trifurcata.

Para cada procedimiento de esterilizacion se tomd tejido de Azorella trifurcata y
se lavo vigorosamente con agua. Luego se cortd cada explante de manera fransversal
con un bisturf, y se eliminaron las hojas més grandes que salen de la base para sdlo
dejar los brotes mas jovenes, los cuales se encuentran principalmente al centro de

cada explante. Esto se hace cuidadosamente para no dafiar los brotes centrales ni el
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meristema. Teniendo los explantes listos, se mantuvieron en agua destilada a
temperatura ambiente para que no perdieran su humedad hasta realizar el proceso de
esterilizacion. Posteriormente los explantes se esterilizaron usando un procedimiento
estandarizado en A. compacta (Machacan, 2013), el cual consta de la aplicacién de
una dilucién de hipoclorito de sodio (NaClO, 25 giL), solucion dei fungicida (CAPTAN,
20 g/L), v agua destilada estéril. Se introdujeron los explantes en la solucién de
fungicida (CAPTAN, 20 g/L} durante 15 minutos, luego se eliminé todo el CAPTAN para
posteriormente lavar los explantes tres veces con agua destilada estéril (15 minutos
cada lavado), luego se eliminé el agua y se mezclaron con hipoclorito de sodio (NaCIO,
25 g/L) para ser agitados en el agitador durante 15 minutos y finalmente se les eliminé
esta solucién para lavarlos dos veces con agua destilada estéril durante 15 minutos
cada lavado. Todos los procedimientos en el agitador se realizaron a 150 rpm
(esterilizacién y lavados), y todo los procesos de esterilizacion y lavado fueron
realizados en tubos Falcon de 50 mL, con aproximadamente 30 mL de cada una de las
soluciones usadas en este procedimiento (agua estéril, hipoclorito de sodio y
CAPTAN).

2.6 Cultivo in vifro de Azorella trifurcata.

Se hicieron placas de Petri con medio MS semisdlido el cual se produjo
utilizando como base el medio nutritive Murashige-Skoog (MS) con vitaminas en una
concentracién de 2,21 g/l en agua destilada; luego se suplementd con 0,1 g/L de mio-
inositol y 30 g/L de sacarosa; posteriormente se ajusté el pH a 5,8 y se agregé agar-
agar 10 g/L. Luego se autoclavd a 120 psi durante 25 minutos. En el caso de la
produccién de MS liquido, la Gnica diferencia fue no agregar agar-agar. Se hicieron
placas con medio MS semisolido sin hormonas y también con 2,4D. Las placas

suplementadas con 2,4D se prepararon luego de la esterilizacion del medio. Para ello,
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se agregaron 50 pL de esta hormona {stock liquido 1 mg/mL) por cada 50 mL de medic
en tubos Falcon de 50 mL, lo que permitié en este caso producir dos placas de Petri
(25 mL cada una) con medio MS a una concentracién de 1 mg/L de 2,4D. Se realizaron
placas ademas con 0,1 mg/L y 0,5 mg/l. de 2,4D. Posteriormente, en condiciones
asépticas se tomé cada explante y se cultivaron en las placas Petri conteniendo el
medio de cultivo MS semisélido sin hormonas por dos semanas con un fotoperiodo de
16 horas dia/8 horas noche, a una intensidad luminosa de 1600 lux. Al pasar las dos
semanas los explantes se trasladaron a placas con 2,4D (1mg/L), se dejaron por cuatro
semanas en oscuridad hasta la aparicion de callos. Cuando aparecian atisbos de
hongos en algun explante, con muche cuidado se removia el medio con el explante
contaminado con un bisturi esterilizado en mechero sin flujo laminar. Si los hongos se
encontraban esporulando, no se rescatd el fejido, por lo que todos los dias fue
necesario estar observando el estado de los explantes. Las placas con hongos en
etapa de esporulacién o con méas de un explante contaminado se eliminaron. A la
quinta semana de culfivo de los callos en medio MS 2,4D (1mg/L), todos los callos en
buen estado se trasladaron a placas Petri con medio MS con 2,4D a una concentracién
de 0,1 mg/L, luego a la sexta semana, los callos se cambiaron de medio a placas con
MS con 2,4D a una concentracion de 0,5 mg/L. Se dejaron los callos a esta
concentracidn hasta realizar los cuitivos liquidos. Todos los cultivos fueron guardados a
12°C basandose en trabajos realizados por Machacan, 2013.
2.7 Cultivo de callos de Azorella trifurcata en medio liquido con la aplicacién de
elicitores.

Con los callos en medios semisodlidos (0,5 mg/L de 2,4D) se realizaron cultivos
liquidos en medio MS liquido con 2,4D (1 mg/L) en 4 matraces de 250 mL., agregando

un volumen final de 50 mL de medio MS c/u, mantenidos en agitacion a 150 rpm por
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dos semanas (con el fin de aclimatar las células en el medio liquido conteniendo la
hormona), a una temperatura de 19°C en oscuridad basado en los experimentos
realizados por Machacan, 2013 y Miyasaka y cols.,1985. Los elicitores se agregaron
luego de realizar los cultivos de aclimatacion por dos semanas haciendo subcultivos de
callos en medio liquido como se describe mas adelante. Para realizar los subcultivos
se cenirifugaron las células en suspension y los callos a 4000 rpm a 4°C, el
sobrenadante se recolectd en tubos Falcon de 50 mL para hacer las extracciones
organicas (indicadas mas adelante). Se utilizd salicilato de metilo et cual fue disuelto en
etanol dejandolo a una concentracién de 0,0178 M en 50 mL. En el caso del acido
salicilico, el compuesto sélido fue disuelto en agua destilada estéril dejando un stock
de 0,0178 M en 50 mL y el acido jasmonico (Sigma-Aldrich) se diluyé en metanol
dejando la solucion a 50 mgImL. en 2 mL. E! acido jasmoénico se ajustd a una
concentracién 50 uM en los matraces con 50 mlL de medio de cultivo basado en
Gadzovska y cols., 2006. En el caso de los matraces conteniendo acido salicilico y
salicilato de metilo se dejaron a una concentracion final de 200 uM en 50 mL de medio
MS liquido basado en Rodas y cols., 2015. Se hicieron experimentos de incubacion
con los elicitores por una semana (Medio 1: Acido Jasménico 50 uM; Medio 2; Acido
Salicilico 200 pM; Medio 3: Salicilato de metilo 200 M), y dos semanas (Medio 4.
Acido Jasménico 50 uM: Medio 5: Acido Salicilico 200 pM; Medio 6: Salicilato de metilo
200 uM). Los controles fueron: una semana s6lo con 2,4D (1mg/L) (Medio 7; control sin
elicitores una semana) y dos semanas sélo con 2,4D 1 mg/L (Medio 8; control sin
elicitores dos semanas). Luego de transcurrido el tiempo en cada caso, se almacend el
medio liquido (esta vez sin centrifugar) en tubos Falcon de 50 ml. para realizar las

posteriores extracciones organicas detalladas mas adelante. Cada tubo Falcon de 50
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mL con medio liquido proveniente de los cultivos de células en suspension se
almacend a 4°C hasta realizar posteriormente las respectivas extracciones organicas.
2.8 Extraccion y andlisis en TLC (cromatografia en capa fina) de compuestos
organicos provenientes de los cultivos liquidos de Azorella trifurcata.

En cada una de las muestras obtenidas en el paso anterior se procedié a la
extraccién de compuestos organicos mediante acetato de etilo. Se mezclé un volumen
de solvente (acetato de etilo), con un volumen de la muestra (50 mL) y se agitaron
suavemente, se recolecté la fase organica. Este proceso se realizd tres veces de
manera de obtener la mayor cantidad de compuestos provenientes del medio de
cultivo. Se recolectd el volumen obtenido el cual se vertid en un balén de destilacion de
250 mL y se concentréd cada muestra en un rotavapor al vacio. Este procedimiento se
realizé con los liquidos recolectados de callos cultivados por dos semanas con 2,4D.
Los cultivos liquidos fueron posteriormente tratados por una semana y dos semanas
con los mismos elicitores y recolectados. Junto a ello se incluyeron como controles de
una y dos semanas con 2,4D aquellos sin tratar con los elicitores. Los extracios fueron
analizados en TLC en placas de gel de silice (adsorbente polar), en una fase movil de
acetato de etilo:éter de petréleo (1:4, v/v) y fueron revelados utilizando acido sulftrico.
2.9 Extraccién de ARN y sintesis de ADNe¢ de hojas de Azorella trifurcata.

2.9.1 Extraccién de ARN de hojas de Azorella trifurcata.

Se tom6 tejido de la planta trasplantada en el patio de la Facultad de Ciencias la
misma semana que estas fueron traidas desde Icalma. Répidamente se ilevé suficiente
tejido de hojas al laboratorio en una bolsa hermética, y se almacenaron en pequefios
sobres de aluminio cuantificando 150 mg de tejido en la pesa digital. Al tener listo cada
sobre con muestras éstas se guardaron en nitrégeno liquido de manera de evitar la

degradacién del ARN, luego se guardaron a -80°C hasta realizar la posterior extraccion
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de ARN. Al momento de realizar la extraccion se sacaron las muestras en nitrégeno
liquido y se llevaron a la campana de extraccién del laboratorio (debido a que el
reactivo de extraccién, TRIzol ® (Thermo Fisher Scientific), es téxico) y se molié en un
mortero estéril y frio en presencia de nitrégeno liquido. Luego de tener un polvo fino del
tejido de hojas, se agregd 1 mL de TRIzol ® (Thermo Fisher Scientific) y se mezclé con
la muestra molida hasta producir un liquido viscoso homogéneo. Posteriormente, se
recolectd todo el liquido en un tubo Eppendorf de 2 mL y se esperéd 5 minutos para
permitir la completa disociacion del complejo nucleoproteico. A continuacién se
agregaron 200 pL de cloroformo y se agit6é el tubo vigorosamente por al menos 15
segundos y se dejd la mezcla a temperatura ambiente por 3 minutos Luego se
centrifugd la mezcla a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Luego se extrajo
cuidadosamente la fase superior en la cual exclusivamente se encuentra el ARN y se
guardé en un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente, se le agrego a la solucion
recogida 500 pL de isopropanol, se agitd y se incubé a temperatura ambiente por 10
minutos. Se centrifugd a 12.000 x g a 4 °C por 10 minutos. Enseguida se eliminé el
sobrenadante de manera de dejar sdlo el precipitado de ARN en el fondo del tubo el
cual se lavd con 1 mlL de etanol 75%. Se agité en vortex para luego centrifugarla a
7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Finalmente se descarté todo el etanol y se dej6 el
precipitado de ARN secando por 5 minutos a temperatura ambiente, evitando que se
secara completamente. El precipitado de ARN se disolvié en agua nanopura tratada
con DEPC (pH 5.0) resuspendiendo el ARN con Ia pipeta un nimero considerable de

veces para luego ser guardado a -80°C hasta su posterior uso.
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2.9.1.1 Cuantificacion y Analisis de ARN total de hojas de Azorella trifurcata.

Se realizé en primer lugar la medicién de concentracién y pureza del ARN
extraido de la muestra por medio de la utilizacion del espectrofotémetro NanoDrop®
(ND-1000 UV-Vis). En cuanto a la determinacion de la presencia de contaminantes en
la muestra se analizaron los cocientes de absorcién Azso/Azso (€l cual permite evaluar la
contaminacién por proteinas en la solucién) y Azeo/A2w0 (el cual permite evaluar la
contaminacién por polifenoles y polisacéaridos). Para ambos cocientes se considera
comunmente un resultado cercano a 2 lo que determina que la muestra se encuentra
pura. Paralelamente para evaluar la integridad del ARN total se realizd una
electroforesis en un gel de agarosa 1% (p/v), en donde se cargé 1 pg de ARN
considerando el dato obtenido de concentracién de la muestra en el paso anterior.
2.9.2 Sintesis de ADNc de hojas de Azorella trifurcata.
2.9.2.1 Tratamiento de la muestra con DNasa l.

Las muestras de ARN ifotal obtenidas se trataron con DNasa | antes de realizar
el RT-PCR (transcripcion reversa), con el fin de eliminar la posible contaminacién con
ADN gendmico. Se frataron 7 yg de ARN total con 1 ul. de DNasa | (Fermentas), 1 puL
de inhibidor de ARNsa (Fermentas) y 2 pL de buffer de DNasa/MgClz 10X (Fermentas).
Esto se realizé6 completando un volumen total de 20 L. con agua DEPC. Esta mezcla
se incubd a 37°C por 35 minutos en el termociclador. Transcurrido ese tiempo, se
transfirié rapidamente a hielo y se agregd 1 uL EDTA (50 mM). Luego la muestra se
calent6 a 65°C por 10 minutos en el termociclador.
2.9.2.2 Sintesis de ADNc por medio de Transcripcién Reversa.

Se utilizé el sistema ImProm-Il Reverse Transcription (Promega). Se tomaron

9.5 pL de ARN total tratado con DNasa | y se mezclaron en un tubo de PCR (0,2 ml)

con 3 yL del partidor Oligo-AP (B'TTTTTTTTTTITIETTITITAGCTTCGS'). Luego se
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incubd la solucién anterior a 70°C por 5 minutos, posteriormente se pausé el programa
de RT-PCR en el termociclador para incubar la mezcla en hielo por 5 minutes. En
seguida se agregd 11 uL de agua DEPC, 3 uL de [a enzima de RT (transcriptasa
reversa) ImProm-ll, 10 pL de buffer ImProm-ll 56X, 1 pL de inhibidor de RNasa
(Fermentas), 10 pi de MgClz (25 mM) y 2,5 pl de dNTPs (10 mM) asi completando un
volumen total de 50 pl. Finalmente se colocd el tubo de reaccién en el termociclador
prosiguiendo el programa de RT-PCR. Con esto se obtuvo 50 pL de ADNc listo para
utilizarse, los cuales se guardaron a -20°C hasta su uso.

210 Elaboracion de partidores.

Se realizé una blsqueda de secuencias de ARNm correspondiente a enzimas
conocidas que participan en rutas de biosintesis de diterpenos en plantas utilizando la
base de datos en NCBI (htip:/www.ncbinim.nih.gov/), seleccionado aquellas
emparentadas a Azorefla. Teniendo las secuencias para cada gen, se alinearon
respectivamente utilizando la aplicacion AlignX del programa Vector NTl Advance ®
v.11 en donde se buscaron regiones de amplificado de entre 500 pb a 1 kb. Se procurd
que las regiones seleccionadas para elaborar los partidores tuvieran al menos un 80%
de homologia entre todas las secuencias, de manera de tratar de asegurar mayores
posibilidades de unién al ADNc de Azorella trifurcata. las secuencias fueron
seleccionadas teniendo en cuenta que la region 3’ del partidor poseyera tuna homologfa
perfecta entre todas las secuencias (al menos 3 nucledtidos) con el fin de que cada
partidor poseyera mayor estabilidad en el momento de sintesis de los nuclectidos en el
tratamiento con ADN polimerasa. Se procurdé no superar la longitud de 18-20
nucledtidos en cada partidor y una Tm no inferior a los 55°C. Los detalles de esta
seccion (los genes analizados y detalles del alineamiento) se describen en la seccion

Resultados de este seminario de titulo.
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211 PCR convencional utilizando ADNc como molde.
2.11.1 PCR con Taq ADN Polimerasa.

Las reacciones de PCR realizadas en este trabajo se efectuaron en un volumen
total de 25 pL incluyendo 0,125 ul (1U) de OneTag HotStart ADN polimerasa (New
England BiolLabs), 5 pL del buffer de la OneTagq HotStart ADN polimerasa (New
England Biol.abs), 0,5 pL. dNTPs (10 mM), 0,5 pL de cada solucién de partidor 10 pM
(en sentido y antisentido) por reaccién para el respectivo gen a amplificar y 1 L de
ADNc como molde completando hasta un volumen final de 25 L con agua nanopura
en tubos de 0,2 mL. Ademas, se agregd a cada reaccion de PCR un control negativo
(carente de ADNC) y un control sin RT agregando 1L (ARN tratado con DNasa ). Este
(itimo contro! permite verificar que los partidores no estén amplificando ADN genomico.
No se realizaron controles positivos debido a que los partidores utilizados se utilizaron
por primera vez en un molde de ADNc proveniente de esta especie de planta. Los
programas utilizados para PCR convencional se muestran en la Tabla 3 mostrada mas
adelante.

2.11.2 PCR con Pfu ADN polimerasa.

La reaccién se realiza con 5 yL de buffer 10X que incluye MgSO,, 1 pl de
dNTPs 10 mM, 1 pL de cada partidor (sentido y antisentido), 0,25 puL de enzima Pfu
ADN polimerasa (Thermo Scientific) y 1uL de ADNc, esto en un volumen total de 50 L
llenando con agua nanopura. Este protocolo se realizé para tener ADN en geles de
agarosa para realizar los cortes en los geles que contuvieran el producto de PCR
amplificado por esta enzima en especifico con el fin de tener una mayor fidelidad en la
sintesis de nucledtidos para luego enviar a secuenciar el fragmento. Los productos de
PCR amplificados con esta enzima fueron tratados con OneTaq ADN polimerasa luego

de purificarse utilizando el mismo protocolo de reaccion que se usa para la reaccion
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con asta enzima cambiando el stock de dNTPs por dATPs, a la misma concentracion,

tratando entre 250 a 300 ng de ADN por 30 minutos a 72°C en el termociclador. El

protocolo de utilizacion de Pfu ADN polimerasa es diferente al de OneTaq ADN

polimerasa en el termociclador por lo que en la Tabla 3 se describen las diferencias

entre los protocolos.

Tabla 3: Programas de PCR

1.- PCR con Taq ADN polimerasa:

Paso (1-5) Temperatura (°C) | Tiempo (mm:ss) | Numero de cicios
1) Denaturacién inicial | 94 05:00 1

2) Denaturacion 94 00:40 35 (de paso2a4)
3) Hibridacion Tm-5 00:40

4) Extensidn 68 00:50

5) Extension final 68 10:00 1

2.- PCR con Pfu ADN polimerasa:

Paso (1-5) Temperatura (°C) | Tiempo (mm:ss) Numero de ciclos
1) Denaturacion inicial | 95 03:00 1

2) Denaturacién 95 00:30 35(de paso2a4)
3) Hibridacién 53 00:30

4) Extension 72 01:00

5) Extension final 72 15:00 1

*Aqui se utiliza Ia hibridacion de 53°C ya que se establecid que es la mejor temperatura para hibridar y

luego amplificar el fragmento amplificadio con los partidores de ent-kaureno sintasa.

29




3.- RT-PCR:

Paso (1-4) Temperatura (°C) | Tiempo (mm:ss) Ndmero de ciclos
1} Incubacién inicial 70 05:00 1
2) Hibridacién 25 05:00 1
3) Extensién 42 60:00 1
4) Inactivacion 70 15:00 1

2.12 Electroforesis de acidos nucleicos (ADN y ARN) en geles de agarosa.
Todos los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa de
concentracion 1,5% (p/v), para observar el ARN se utilizd geles al 1% (p/v). Para los
geles que se cortarian de modo de purificar una banda se utilizé una concentracién del
1% para mejorar el rendimiento de este proceso. Se utilizé6 Gene Ruler de 100 pb y 1
Kb como marcador de tamaiio de banda en pares de bases (pb) 1Kb (Fermentas). Los
geles fueron preparados utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM,
pH 8.0) como disolvente de la agarosa. Al momento de cargar las muestras en el gel
estas se mezclaron con buffer de carga (Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%
y glicerol 80%) en una proporcion 1:5 (buffer de carga:muesira de PCR).
Posteriormente, se realizd la electroforesis utilizando una diferencia de potencial de
90V durante 55 minutos para ADN y 70V para RNA por 40 minutos. Luego, se {ifié
cada gel utilizade durante 15 minutos en una solucidn de Bromuro de etidio, para
posteriormente ser visualizados con un transiluminador UV (GeneGenius Classic de
SynGene) y fotografiados utilizando el software GenSnap. Ademas para cuantificar la

concentracion de ADN de las muestras (en el proceso de purificacién), se utilizd el

programa ImagedJ el cual permite analizar los geles ya observados a la luz UV y




comparar con el ladder (estandar) para tener un valor aproximado de la cantidad de
ADN presente en la muestra purificada.
213 Purificacién y concentracion de un producto de PCR de interés.

El ADN fue purificado desde geles de agarosa 1% utilizando el kit ADN Wizard®
(Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Como las concentraciones de
producto de PCR al purificar los geles que se purificaron no produjeron
concentraciones altas de ADN lo que se realizd fue realizar un proceso de concentrado
en SpeedVac ®, este sistema trabaja con un sistema de vacio el cual mediante el uso
de temperatura elimina el solvente y deja concentrado el ADN (u ofro compuesto
organico) que se quiere utilizar. Se empleé el tercer grado de mayor temperatura que
permite la maquina, realizandolo por dos horas hasta dejar el tubo de 1,5 ml con el
ADN purificado concentrado para realizar el protocolo de ligacion con el vector.

2.14 Ligacidén del fragmento en el vector pCR8 y transformacion en células de
Escherichia coli DH5a.

El producto de PCR concentrado en el paso anterior fue clonado en el vector
pCR8 utilizando el protocolo de clonamiento pCRES/GW/TOPO® TA (Kit de
Clonamiento de Invitrogen). Este vector cuenta con una enzima de tipo topoisomerasa
unida covalentemente al sitio de clonamiento muiltiple que posee la capacidad de ligar
las hebras de ADN generadas mediante PCR con el vector. Luego de que la clonacién
ocurre, la enzima se desliga del vector. En la reaccién se utilizaron 100 ng del
fragmento purificado, 1L de vector (50 ng), 1 uL de solucién salina (0,2 M de NaCl y
0,01 M de MgClz) y agua nanopura hasta completar un volumen total de 6 pL. Luego,
la reaccién se incubd a temperatura ambiente por tres horas para posteriormente
transformar células de E. coli Dh5a quimiocompetentes. Teniendo las bacterias

competentes en hielo, lo que se hizo fue tomar 2 uL de la reaccién con el vector y se
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adhirieron al tubo de bacterias competentes para luego mezclar convirtiendo el tubo,
luego se incubaron 30 minutos en hielo. Posteriormente se realizé el shock térmico de
estas células a 42°C por 45 segundos en un bafo termorregulade (sin agitar) e
inmediatamente se pusieron en hielo. Se agregaron 500 pL de medio LB liquide (bajo
camara de flujo estéril) y se incubé el tubo una hora a 37°C con agitacién. Finalmente
las células se plaquearon en medio LB sélido con espectinomicina 100 pg/mL y se
incubaron toda la noche a 37°C. Se plaquearon por tubo fres placas con
espectinomicina con 50, 100 y 200 pL del cultivo liquido, lo mismo se realizé para otras
tres placas con medio LB semi-sdlido sin espectinomicina. Ademas se realizé un
control con células quimiocompetentes crecidas en medio LB sin haberies realizado el
tratamiento con el vector con el fragmento de PCR purificado. Se identificaron colonias
crecidas las cuales se comprobaron si estaban exitosamente transformadas mediante
la realizacion de PCR de colonias. Aquellas colonias positivas para este PCR se
crecieron en medio LB liquido en tubos Falcon de 15 mL y se les extrajo ADN
plasmidial como se describe en el proceso de Miniprep en las secciones siguientes.
2.15 Produccion de células de Escherichia coli DH5a quimiocompetentes.

Para obtener células de esta bacteria (DH5a) capaces de ser transformadas por
el ingreso del vector pCR8, se realizd el protocolo de produccién de células
quimiocompetentes. Se crecié un preindculo de células en 5§ mL de medio LB liquido
durante la noche, luego se tomd 1 mL de este cultivo y se inoculd en 100 mL de medio
LB liquido. Las células fueron crecidas hasta densidad Sptica a 600 nm (DOeoo) de 0,3.
Luego el cultivo fue repartido en dos tubos Falcon de 50 mL previamente enfriados y se
centrifugd a 3000 x g por 15 minutos a 4°C para precipitar las células. Se descartd el
sobrenadante y en cada tubo las células fueron resuspendidas suavemente en 5 mL de

buffer CCMB80 a 4°C (KOAc 10 mM pH 7,0, CaCl..2H:O 80 mM, MnCl2.4H.0 20
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mM , MgCl..6H-0 10 mM y glicerol a una concentracion final de 10 % viv, pH 6.4).
Posteriormente, se afiadié mas buffer CCMB80 a cada tubo hasta completar 20 mL y
se juntd en un sclo tubo el tofal de células resuspendidas. Posteriormente, se
centrifugé a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron nuevamente las células en 5 mL de buffer CCMBBO frio. Finalmente las
células se repartieron en tubos Eppendorf en alicuotas de 100 pl por tubo y se
guardaron inmediatamente a -80 °C hasta su posterior utilizacion.

216 PCR de colonias.

El protocolo utilizado para el PCR de colonias fue realizado en las mismas
condiciones que el PCR convencional con Taq ADN polimerasa descrito mas arriba.
Las diferencias estan en que el procedimiento se realizé en la camara de flujo en
donde se tuvo que abrir las placas de Petri que contenian las colonias positivas
(candidatas a poseer el fragmento clonado), y en vez de utilizar ADNc como molde,
esta vez se tocaba con una punta de pipeta cada colonia y se suspendian las células
en cada tubo de reaccién.

217 Purificacién de ADN plasmidial.

Se realizd el cuitivo de diez colonias positivas en tubos Falcon de 15 mL con
medio LB liquido por una noche. Lo que se realizd fue tocar cada colonia seleccionada
e introducirle la punta que habia tocado a la colonia, todo esto en la camara de flujo, al
dia siguiente teniendo bacterias crecidas en los medios se realizd el procedimiento
Axyprep ™ (Axygen) siguiendo el protocolo entregado por el fabricante, con esto se
obtuvo cuatro tubos con pldsmidos purificados a los cuales se les verificd su
concentracién y presencia analizando las soluciones por medio de electroforesis en un

gel de agarosa.
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218 Digestién enziméatica de la construccién pCR8/fragmento con EcoRl.

L.a construccion pCR8/fragmenio fue digerida con la enzima EcoRI (Fermentas)
para verificar la presencia del fragmento clonado en el vector pCR8 en andlisis en
geles de agarosa verificando la banda del tamario esperado. La reaccién contenia 100
ng de ADN plasmidial de los clones positivos por PCR de colonia, 1X de buffer
proporcionado para EcoRl, 2.5U de EcoRl y agua nanopura hasta completar un

volumen final de 20 yL. La mezcla fue incubada por 2 horas a 37°C en el termociclador.

218 Secuenciacion y analisis de las secuencias del producto clonado.
Plasmidos purificados de tres clones independientes (alicuotas de 80 ng cada
una) fueron enviadas a secuenciar a Macrogen Co. (USA), utilizando los partidores del
fago M13 (-20, forward) y M13 (40, reverse) para la construccidn pCR8/fragmento.
Todo esto con el fin de conocer la identidad de la secuencia génica clonada. Luego los
resultados fueron reclbidos y analizados utilizando el programa BLAST en la pagina

oficial de NCBI.




3. RESULTADOS
3.1 Establecer el cultivo in vitro liquido de suspensiones celulares provenientes
de callos de Azorella trifurcata en presencia de los elicitores.

Se realizaron cultivos en medios MS semisélidos utilizando explantes de
Azorella trifurcata obtenidos diseccionando la parte central de cada brote apical de la
planta que fue trasplantada en el patio del Laboratorio de Productos Naturales de la
Facultad de Ciencias. La Figura 5 indica el fenotipo de los brotes utilizados para los

experimentos de cultivo in vitro y extraccién de ARN en este seminario de titulo:
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Figura 5: Brotes de Azorella trifurcata utilizados para cultivo in vitro y las extracciones de ARN. En
A y B se observan diferentes perspectivas de diferentes ramas de la planta trasplantada. En el centro
marcado con flecha roja se encuentra el meristema central de cada brote, 6ptimos para realizar los cultivos
in vitro y la produccion de callos. Por otro lado para las extracciones de ARN, todas las hojas, ya sea las
mas antiguas (flecha blanca) como las mas nuevas que provenian del centro fueron tratadas en el

protocolo de extraccion.

Luego de realizar los cultivos in vitro en medio MS semisélido con los explantes
tratados de Azorella trifurcata se obtuvieron callos en las placas con 2,4D (1mg/L), de
manera que fue exitosa la produccion de éstos sobre esta especie de Azorella
utilizando el protocolo probado previamente en A. compacta (Machacan, 2013). Tal
como se muestra en el trabajo anterior realizado en A. compacta, los callos se

generaron notoriamente a las cuatro semanas de cultivo en oscuridad a 19°C. La
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apariencia y estructura de los callos en esta especie es muy diferente a la de los
obtenidos en A. compacta, como se puede ver en la Figura 6 las imagenes, los callos

obtenidos son blancos y menos humedos superficialmente que los vistos en A.

compacta:

Figura 6: Cultivos de callos de Azorella. (A) Callos de cuatro semanas en cultivo semisélido de Azorella
trifurcata (medio MS con 2,4D 1mg/L); (B) Acercamiento de los callos mostrados en A, en donde se puede
apreciar mejor su estructura, forma y color; (C) Callos de cinco semanas en cultivo semisdlido de A.
compacta (medio MS con 2,4D 1mg/L) (Machacan, 2013); D) Acercamiento de los callos mostrados en C,

en donde se puede apreciar mejor su estructura, forma y color (Machacan, 2013).

Teniendo los callos generados, estos se utilizaron para la realizacion de los
cultivos liquidos con células en suspension utilizando los elicitores acido jasménico,
salicilato de metilo y acido salicilico (bajo la aplicaciéon de 2,4D 1 mg/L). Como se
observa en la Figura 7, las células crecidas de Azorella trifurcata en el medio de cultivo
bajo la presencia de acido jasménico (JA) y 2,4D se dividen exitosamente en las
suspensiones celulares, aunque la forma de las células y su agrupacion se observa
diferente a la de los cultivos realizados sélo con 2,4D utilizando células de A. compacta

(Machacan, 2013); a su vez estas dos especies de Azorella también difieren con
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respecto a las células en suspension vistas en Arabidopsis thaliana (Mosciatello y cols.,

2013).

Figura 7: Cultivos de células en suspensién. (A) Fotografia de callos en cultivo liquido de Azorella
trifurcata, (B) Células en suspension de Azorella trifurcata en medio MS con 2,4D (1 mg/L) y acido
jasménico (50 uM) observadas al microscopio 6ptico, (C) Células en suspension de A. compacta en medio
MS con 2,4D (1 mg/L) observadas al microscopio éptico (Machacan, 2013), D) Células en suspension de

Arabidopsis thaliana (Mosciatello y cols., 2013).

3.2 Evaluar la produccién de diterpenos en cultivos liquidos de suspensiones
celulares de Azorella trifurcata sometidos a los elicitores mediante analisis de
cromatografia en capa fina (TLC).

Se analizaron los extractos de los cultivos liquidos mediante cromatografia en capa fina
(TLC) como se describié en la seccion 2.8. En primer lugar se recolectd medio de
cultivo con células en suspension de cuatro réplicas de cultivos que fueron aclimatadas
dos semanas en 2,4D (1mg/L) los cuales fueron analizados para observar diferencias o
la posible produccién de metabolitos secundarios de estas células en las condiciones
previas a la aplicacion de elicitores. En la Figura 8, del carril 1 al 4 se muestran replicas
biolégicas de la condicién de crecimiento solo con 2,4D por dos semanas y en 5 por
una semana con 2,4D donde no se produjeron compuestos organicos apolares en al
compararlo con los patrones Y2 (azorellanol) o Y5 (4cido mulin-11,13-dien-20-oico) los
cuales son diterpenos que se ha reportado en la literatura que Azorella trifurcata

sintetiza en estado silvestre. Se observa que en carriles 6, 7, 8 la muestra provenientes
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de cultivos con la aplicacién de acido jasménico 50 pM, &cido salicilico 200 UM y
salicilato de metilo 200 uM en tratamientos de una semana en donde tampoco se
observan metabolitos secundarios de interés, sino mas bien compuestos de mediana o
alta polaridad que se quedan estaticos en el desplazamiento de la fase mévil en la
parte inferior de la placa cromatogréafica. En el carril 10, que corresponde a el extracto
tratado con acido jasménico 50 uM por dos semanas se observa una gran cantidad de
metabolitos de tipo apolar a la altura del diterpeno Y5 Aunque no hay produccion de
compuestos a la altura de Y2, se observa otro compuesto a una altura superior cerca
del final del desplazamiento de la fase mévil. El Rf (cociente entre el desplazamiento
del compuesto organico y de la fase movil) para el compuesto de interés en el cultivo
de acido jasménico 50 uM por dos semanas es de 0,69, mientras que para el diterpeno
Y5 el valor de Rf corresponde a 0,73. Dado que ambos Rf debiesen coincidir para

asociar los compuestos, sélo se puede decir que poseen polaridad semejante.

éter de petroleo:acetato de etilo (4:1, v/v)

5]

v2=>.

Y2 Y512 34 56 7 8 9101112

Figura 8: Analisis por cromatografia en capa fina (TLC) de los extractos de cultivos liquidos. En la
imagen se muestran los distintos extractos y también los patrones de diterpenos para realizar la
comparacién con los extractos de los cultivos, el brillo de la imagen fue ajustado computacionalmente para

observar mejor las marcas de compuestos organicos en la placa. Y2: azorellanol (patron), Y5: acido mulin-
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11,13-dien-20-oico (patrén), 1: cultivo liquido proveniente de medio MS y células en suspensién luego de
las dos semanas de aclimatacién (muestra de callos a la cual no se le aplicaron elicitores); 2, 3 y 4: replica
bioldgica de 1; ; 5: cuitivo liquido con una semana en agitacion sin la aplicacion de elicitor; 6: cultive de
uha semana con la aplicacién de Acido jasmonico; 7: cultivo de una semana con la aplicacién de acido
salicilico; 8: cultivo de una semana con la aplicacion de salicilato de metilo; 9: cultivo de dos semanas sin
la aplicacion de elicitor; 10: cultivo de dos semanas con la aplicacién de acido jasmonico; 11: cultivo de
dos semanas con la aplicacion de Aacido salicilico; 412: cultivo de dos semanas con la aplicacién de
salicilato de metilo. Todos los cultivos fueron realizados en oscuridad, a 18°C, en 2,4D (1mg/L) v a 150

rpm en el agitador.

3.3 Diseniar los oligonucledtidos y analizar la expresiéon de los genes ent-
kaureno sintasa y pirofosfato de ent-copalilo sintasa involucrados en vias

metabdlicas de produccién de diterpenos en hojas de Azorella trifurcata.

3.3.1 Diseiio de los oligonucleétidos.

Se realizo la busgqueda de genes conocidos que participan en ofras especies de
plantas en la produccion de diferentes tipos de diterpenos ciclicos, que son
especificamente los tipos de diterpenos encontrados en Azorella trifurcafa. Lo que se
encontrd en la literatura fue que los genes codificantes para enzimas que sintetizan
diterpenos clclicos son de diversa indole y para diferentes vias de produccion de
diterpenos. Por lo tanto ia busqueda para realizar los partidores se realizd buscando
todos los genes correspondientes a las enzimas enit-kaureno sintasa, pirofosfato de
ent-copalilo sintasa, casbeno sintasa y abieladieno sintasa; y luego encontrar los
ARNm de genes disponibles para especies cercanas al género Azorella. Como todas
estas enzimas producen diterpenos ciclicos, pero ninguno exactamente con el tipo de

anillos encontrados en Azorella trifurcata la bisqueda fue realizada “al azar” en este
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sentido, ya gue no existe ningtn tipo de referencia con respecto a los pasos de sintesis
de diterpenos relacionados a los encontrados en especies del género Azorslla. Por ello
se buscaron en plantas emparentadas logrando ubicar en aquellas de! clado
filogenético Asterids en donde se ubica Azorella lrifurcata, secuencias de ARNm
pertenecientes a los genes de ent-kaureno sintasa y pirofosfato de ent-copalilo sintasa,
genes que codifican para enzimas que participan en la produccion de metabolitos
intermedios para la sintesis de giberelinas en plantas superiores, las cuales son
diterpenos ciclicos. Se encontraron 10 secuencias de ARNm para pirofosfato de ent-
copalilo sintasa y 4 secuencias para enf-kaureno sintasa. Teniendo los archivos de las
secuencias de los franscritos de los genes se realizé el alineamiento en el programa
AlignX del programa Vector NTI ® Advance, como se explicd en la seccién 2.9. El
alineamiento mostroé regiones de conservacion completa, en donde el programa las
muestra como regiones amarilias (Figuras 9 y 10). El sistema ademas entrega regiones
celestes las cuales se interpretan como regiones de alta conservacién entre las
secuencias (Figuras 9 y 10). De esta manera lo que se fomé en cuenta para la
confeccién de los oligonucledtidos fue establecer regiones de amplificaciéon que
poseyeran un alto porcentaje de regiones de conservacion completa para asi asegurar
la sintesis de productos de PCR correctos. Como se observa en el alineamiento en las
Figuras 9 y 10, se tomaron dos regiones por cada gen que amplificaran alrededor de
1000 pb en el caso de ent-kaurenc sinfasa y en el caso de pirofosfato de ent-copalilo

sintasa alrededor de 500 pb:
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A) ent-kaureno sintasa forward:

B) ent-kaureno sintasa reverse:

IOy - o1 ah
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s macn v o R e AR A
Figura 9: Alineamiento de secuencias encontradas para ent-kaureno sintasa mostrando la regién
donde se confeccioné el partidor forward (A) y reverse (B). El alineamiento fue realizado utilizando
secuencias pertenecientes a especies pertenecientes a érdenes del clado filogenético Asterids (Marrubium

vulgare, Salvia clarea, Salvia miltiorrhiza f. alba y Plectranthus barbatus).

Como se observa en la Figura 9 del alineamiento realizado, las regiones
seleccionadas fueron las mas adecuadas dado que otras regiones del gen presentaban
una menor identidad entre las especies alineadas. Para el disefio y selecciéon de los
partidores también se determiné que la Tm no fuese menor a 55°C, en este sentido

este partidor genera una Tm de 56,7°C para el partidor forward y de Tm de 56,8°C para
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el partidor reverse, calculado mediante la herramienta proporcionada por la pagina web

oficial de integrated DNA Technologies Inc.

En este caso como se observa en la Figura 10, también como en los anteriores
partidores se procuré obtener la regién 3’ con una conservacion completa entre las
secuencias lo que se observa en amarillo en el alineamiento. Ademas, se realizé un
reemplazo en la regiébn que no presentaba conservacion, la base numero 13,
reemplazando el espacio por la base G. Las Tm especificas se encuentra en la seccién
2.4 de este seminario de titulo y aunque se observa en los partidores reverse una
menor identidad entre las especies alineadas y comparadas, como primera
aproximacioén se disefiaron directamente los oligos consenso en espera de tener éxito.

Si ello no resultase satisfactorio, se disefiarian oligos degenerados.

A) difosfato de ent-copalilo sintasa forward:
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B) difosfato de ent-copalilo sintasa reverse:
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Figura 10: Alineamiento de secuencias encontradas para difosfato de ent-copalilo sintasa
mostrando la regién donde se confeccioné el partidor forward (A) y reverse (B). El alineamiento fue
realizado utilizando secuencias pertenecientes a especies provenientes de ordenes del clado filogenético
Asterids (Andrographis paniculata, Helianthus annuus, Scoparia dulcis, Lactuca sativa, Nicotiana silvestris,

Rosmarinus officinalis, Solanum lycopersicum, Salvia clarea, Salvia miltiorrhiza f. alba, Salvia miltiorrhiza,

Stevia ovata y Stevia rebaudiana).

3.3.2 Analisis de expresion génica.

En primer lugar se realizd la extraccion de ARN en la cual se demostré una
integridad 6ptima del ARN para realizar el proceso de produccion de ADNc analizando
los valores descritos en la seccion 2.9.1.1 utilizando el equipo Nanodrop. Ademas, se
comprobé la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa, cargando 1

ug de ARN (Figura 11):
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_ ARN hoja

Figura 11: ARN de Azorella trifurcata en un gel de agarosa. Se cargd 1 pg de ARN en el gd para
realizar Ia electroforesis. Se observan las dos bandas caracleristicas comespondientes a las subunidades
ribosomales de las células vegetales al observar a la luz ultravioleta e] ARN proveniente de las hojas de

esta planta.

Posteriormente, se realizo la sintesis de ADNc ufilizando la muestra de ARN de
hojas de Azaorella fifurcafa a la cual se le realizé el tratamiento con DNasa | y se
comprobo si se realizaba la sintesis de posibles productos de PCR en el ARN tratado
con DNasa | (control) como fambién al ADNc obtenido. En estos experimentos se
utilizaron los partidores antériormente mencionados confeccionados Jpara los genes en
reacciones de PCR convencional. Primero se probaron temperaturas de annealing'de
51°C para las reacciones conteniendo los partidores de enf-kaureno sinfasa y en el
caso de los partidores de pirofosfato de enf-copalilo sinfasa a 52°C, debido a que la Tm
de estos dltimos partidores es levemente mas elevada. El protocolo de PCR utilizado
se describe en la seccion 2.11. En la Figura 12 se pueden observar los resultados de la
amplificacién utilizando como molde ADNc proveniente de ARN de la planta, ARN
tratado con DNasa | (control negativo que comprueba que el tratamiento con DNasa |
elimind todo el posible ADN gendmico habido en la muestra) y agua (control negativo

de la reaccion):




Ladder ent-kaureno sintasa ent-cpp sintasa
100 pb - porm—

DNAc  DNasa = BHAC  DNasa s

<800 pb

<1300 ph

Figura 12: Amplificacién de un fragmento de la regién codificante de enf-kaureno y pirofosfato de
ent-copalilo sintasa de Azorella trifurcata. Se realizaron reacciones de amplificacion donde ADNc
coresponde al ADNc de Azoreffa frifurcala como molde para la reaccion, DNasa: se utilizd como molde
ARN tratado con DNasa | y ) comresponde al control negativo en donde no hubo molde para Ia reaccion

de PCR.

Como se observa en la Figura 12, hay un fragmento de amplificacién para ent-
kaureno sinfasa de alrededor de 700 pb de tamaiio, y en el caso de los partidores de
pirofosfato de ent-copalilo sintasa se produjeron dos fragmentos poco nitidos a a altura
de los 300 pb y 800 pb. Se infentd mejorar las reacciones con diferentes temperaturas
de annealing (48°, 50°C y 54°) para eslos pariidores, sin embargo no se observd
ningun aumento en la nitidez de estos, por lo que la temperatura que estos partidores
amplificaron mejor fue a la de 52°C. En cuanto al fragmento de 700 pb utilizando los
partidores de ent-kaureno sintasa se comprobo que 1a sintesis de producio de PCR se

realizd mejor a los 53°C de temperatura de annealing como se observa en la Figura 13:
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Figura 13: Gel de agarosa que muestra el amplificado de 700 pb utilizando los partidores de ent-
kaureno sintasa. Amplificacién de PCR utiizando ADNc, en las mismas condiciones anferiores, solo

difiriendo en que el annealing se realizd a 53°C.

3.4 Clonar e identificar la secuencia de un gen de Azorela frifurcata involucrado
en la biosintesis de diterpenos.

Fue de interés conccer la secuencia del fragmenic de 700 pb producido
utilizando los parfidores confeccionados para € gen de entkaureno sinfasa y asi
evaluar si realmente se logré estudiar la expresion de un gen involucrado en la sintesis
de diterpenos en A. fnfurcata. Para esto se realizd la purificacion del fragmento
amplificado, de manera de obtener en la solucién el producto de PCR sin los
caracleristicos oligomeros de partidores que quedan en [a parte inferior de los geles.
Ademas, la sintesis del producto de PCR esta vez, se realizé con Pfu ADN polimerasa
la cual es una enzima que posee una alta fidelidad en la sintesis de ADN y asi obtener
una secuencia lo mas fidedigna posible al compararia en la base de dalos de
secuencias en NCBI. En la Figura 14 se observa el fragmento purificado con el

protocolo Wizard ® sintetizado con Pfu ADN polimerasa:
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Figura 14: Purificacion del fragmento de ent-kaureno siptasa amplificado. Se observa en el gel que el

fragmento de 700 pb se encuenira infegro después de ka purificacion con el profocolo de columnas Wizard.

Luego de obtener la solucion con el fragmento purificado se procedié a
concentrar la muestra en el sistema SpeedVac para realizar la ligacion del vector pCR8
con el fragmento de 700 pb, posierionmente se realizd la transformacion de las
bacterias quimiocompetentes con la mezcla de ligacidn que contenia el vector y el
fragmento de 700 pb, después de un dia se observd el crecimiento de colonias
positivas en medios LB semisdlidos conteniendo espectinomicina como factor de
seleccion. Para comprobar si las colonias contenian dentro del vector el fragmento
incognito se realizé PCR de colonias, por lo que se seleccionaron 1Q colonias de las
placas que contenian crecimiento de estas y se observd que en 4 de las 10
seleccionadas hubo amplificacién del fragmento de 700 pb utilizando los partidores de

ent-kaureno sinfasa, como se observa Figura 15:
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Figura 15: PCR de colonias transformadas con per8ffragmento ent-kaureno sintasa. Diez colonias de
E. coli crecidas en especinomicina fueron seleccionadas y el fragmento de 700 pb se amplifico mediante
PCR de colonias. Se produferon cuatro resullados positivos conteniendo el fragmento de 700 pb dentro del

vector contenido en las bacterias quimiocompetentes transformadas.

Como se observa en la Figura 15 las reacciones realizadas con las colonias 1,
2, 6 y 7 produjeron el fragmento caracteristico de 700 pb entre otros de mayor tamafio.
Posteriormente, se realizd la purificacién del plasmido pCR8/fragmento mediante el

protocolo de Miniprep (descrito en la seccion 2.16.) delas colonias 1,2, 6y 7

La Figura 16A muestra en un gel de agarosa la purificacién plasmidial de las cuatro
colonias. Se observan tres bandas caraderisticas, la mas fuerte (2800 pb) que se
presenta en la parte inferior, una intermedia y ofra que se presenta en la parte superior
del gel, el tamario correspondiente al vector pCR8 es de 2817 pb. La Figura 16B
muestra la digestién de los plasmidos purificados con [a enzima de restiiccion EcoRl

para cbservar la liberacion del fragmento de 700 pb:
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Figura 16: Geles de agarosa conteniendo plasmidos purificados de pCR8/fragmento ent-kaureno
sintasa. A) Se cargaron las cuatro muesiras (1, 2, 6 y 7} de plasmidos purificados; B) Se cargd [a muesha
1 de plasmido no tratado con EcoRI (1), v las cuatro muestras de plasmidos parificados tratados con

EcoRlI (1t, 2t, 6t y 71), el ladder comresponde a 1 kb.

Se observan dos bandas de gran intensidad entre los 500 y 600 pb y el de 700
pb que se aprecia muy tenue. Con lo anterior se prosiguié a enviar a secuenciar tres
plésmidos en soluciones de 80 ng de cada uno (1, 2 y 6). Asi se obtuvieron secuencias
correspondientes al fragmento ubicado en el sector de insercion del vector pCR8 entre
las dos regiones que se ubican secuencias de reconocimiento por EcoRl, ademas de
las secuencias en donde hibridan los partidores M13 (sentido} y M13 (antisentido). Los
resultados en los tres packs de reacciones de secuenciacion arrojaron la identidad de
la secuencia amplificada la cual al ser puesta en el sistema BLAST de NCBI, generd

los siguientes resultados:
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Max Total Query E

Description
score score cover value

Azorella e 2 ge. 3 1214 1214 56% 00 9%%
Azorella . e : 1212 1212 %% 00 99%
2 L RNA gene. parial secuance 1206 1206 56% 00 99%

1164 1164 56% 00 98%

as guilfoyiei 268 large subunit ribasomal RNA gene. partial sequence 1164 1164 56% 00 98%

IMeryta sinclairii 268 large subunit nbosomal RNA gene_partial seguence 1164 1164 56% 00 98%

Figura 17: Alineamiento in sillico de las secuencias entregadas por la secuenciaciéon. Al realizar un
alineamiento usando el algoritmo BLASTn de NCBI se observé un 99% de identidad de los clones 1,2,y 6

con un fragmento del gen ribosomal 26S de Azorella trifurcata, entre otros de la misma subfamilia.

Como se observa en los resultados entregados por BLASTn, la secuencia con
el mayor puntaje de identidad corresponde al gen de la subunidad ribosomal 26S
correspondiente a Azorella trifurcata y no arroja ningun resultado correspondiente a
genes relacionados con la sintesis de diterpenos. Es interesante destacar que en su
mayoria, todos los resultados del alineamiento corresponden al mismo gen de

diferentes plantas de la subfamilia Azorelloideae.

Con respecto al tamafio del fragmento clonado y secuenciado se comprueba que

posee exactamente 660 pb, y las tres secuencias obtenidas presentan un 100% de

identidad nucleotidica (Figura 18):
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Similarity

2100 2400
| Absolute
Complexity
2720 2730 70
AT T AR T TAGAGSTC T CAGAARAGTT [ETTETREEAREERRN A. trifurcato
AT SAAGT TGRS T S TCAGARRRC TTACCACAESGATARTTGECTTETGECASCTARSE Clon
AT T GAACCTAGAGE TG TCAGRARACT TACCACACEGATARCTEECTTOTGGTASCTARSE Clon 2
AT AN G TAGRGE T CTCAGARARGT TRC CACACECATAACTEECTTETESCAGCTARGE Clon 6

Figura 18: Alineamiento entre las secuencias obtenidas de los tres clones y el gen de la subunidad
ribosomal 26S de Azorella trifurcata. Se alinearon en el programa AlignX las tres secuencias obtenidas
de los clones 1, 2 y 6 y la secuencia que entrega el mejor puntaje del alineamiento, es decir el gen de la

subunidad ribosomal 26S de Azorella trifurcata (3260 pb).

Como se observa en el alineamiento, sélo se amplificé una parte del gen, y
mediante este proceso, al alinear las tres secuencias obtenidas de la secuenciacion,
con el gen al cual perteneceria el fragmento clonado, se observa que las tres
secuencias coinciden con 660 pb en un 99,8% con la secuencia del gen completo
conocida, ubicada en la base de datos de NCBI. Con esto se demuestra que la
secuencia a la cual pertenecia la banda de 700 pb es del gen de la subunidad
ribosomal 26S de Azorella trifurcata y no con el gen ent-kaureno sintasa, posiblemente

por inespecificidad de los partidores disefiados.
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4. DISCUSION
4.1 Establecer el cultivo in vitro liquido de suspensiones celulares provenientes
de callos de Azorella trifurcata en presencia de elicitores.

Como se observd anteriormente, la formacion de callos en explantes de A.
trifurcata se realizé de forma exitosa utilizando el protocolo de estimulacion por 2,4D (1
mg/L) en oscuridad el cual fue previamente estandarizado para A. compacla de
manera exitosa (Machacan, 2013). Sin embargo, se observé que la estructura de los
callos de la especie tratada aqui difieren de gran manera con los callos obtenidos por
Machacan en 2013, de hecho fue posible observar en los callos obtenidos para
Azorella trifurcata que se produjo nula coloracién del tejido a las cuatro semanas luego
de cuitivo en 2,4D (1mg/L), este presentandose blanco en su totalidad, a diferencia de
los callos obtenidos en A. compacta los cuales su coloracion fue café (Machacan,
2013). Esto puede deberse a [a falta de luz al realizar los cultivos en oscuridad, lo que
propiciaria que el tejido perdiera coloracion verde caracteristica de las hojas. Sin
embargo, el hecho de que en A. compacia se hayan obtenido callos con coloracion
café a pesar de haber sido estos crecidos bajo la ausencia de luz, indicaria que existen
ofras caracteristicas que le confieren diferente composicion quimica a los cailos de
ambas Azorella. Con respecto al uso de 2,4D para la generacién de callos, es conocido
que como auxina esta hormona sintética es la mas efectiva produciendo tejide
indiferenciado en forma de callo, en donde se ha comprobado que estimula procesos
de sintesis de ADN, la cual a su vez aumenta el grado de division celular y ademéas
genera un cambio completo en el metabolismo celular, lo cual causa en definitiva una
rapida multiplicacién de las células sometidas a esta hormena lo que se observa
directamente en la formacién de callos, produciendo células indiferenciadas (Addae y

cols., 2014; Yajima y cols., 1979). El uso de esta hormona para la induccién de la
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proliferacion celular fue iniciada en base al uso en Daucus carota (especie de la familia
Apiaceae, al igual que A. trifurcata) para inducir embriogénesis somatica y
suspensiones celulares (Chen y Punja, 2002). Las células en cultivo liquido se pueden
aprovechar en procesos biotecnoldgicos de produccion de metabolitos secundarios que
son normalmente producidos por las plantas en sus estados silvestres (Vanisree y
cols., 2004).

4.2 Evaluar la produccion de diterpenos en cultivos liquidos de suspensiones
celulares de Azorella trifurcata sometidos a los elicitores y su andlisis mediante
cromatografia en capa fina (TLC).

Como es sabido actualmente, los elicitores aplicados, acido salicilico (SA) y
acido jasmodnico (JA), son utilizados en especies vegetales de interés productivo para
la produccién in vitro de metabolitos secundarios dependientes de Ia via de activacién
de genes de respuesta a esirés bidtico o abidtico por parte de las células vegetales
(Gadzovska y cols., 2007; Rodas y cofs., 2015). Se establecid la utilizacion de acido
salicilico en los experimentos realizados en cultivos liquidos de células en suspension
producidas a partir de callos a una concentracién de 200 pM basandose en trabajos
efectuados en células de Capsicum chinense, en donde a esta concentracién del
elicitor se producfan los mejores resuitados para efectuar la produccion de la enzima
fosfolipasa D (Rodas y cols., 2015). Esto es importante analizarlo debido a que 12 via
de activacién de la sintesis de los fosfolipidos juega un rol importante en la defensa de
las plantas contra agentes estresantes bidticos o abiéticos (Rodas y cols., 2015). Por lo
tanto se pensd que la utilizacion del elicitor acido salicilico podria estimular células
indiferenciadas de Azorelfa para la produccion de metabolitos secundarios como se ha
reportado en otras plantas que producen compuestos organicos con actividad bicldgica

(Rodas y cols., 2015; Zerbe y cols., 2013). Por otro lado, el salicilato de metilo es
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considerado como la fitohormona inactiva ya que se forma por metilacion del acido
correspondiente que es el elicitor y en caso de estrés las plantas liberan el compuesto
activo para actuar como segundo mensajero. Por esta caracteristica el éster fue usado
como control negativo en este trabajo y utilizado a la misma concentracion que el acido
salicilico (Seskar y cols., 1998). Ahora refiriéndonos especificamente al acido
jasmdnico el cual se utilizdé en este trabajo a una concentracion de 50 uM al igual que
en experimentos en células en suspensién de Hypericum perforatum L. (Gadzovska y
cols., 2007), se demosiré en ese organismo que activa sistemas de sintesis de
metabolitos secundarios en células indiferenciadas, en donde se estimularon las vias
metabdlicas de sintesis de napiodiantronas y fenilpropanoides, asi relacionando a este
elicitor con la respuesta a estrés por parte de las células vegetales, especificamente
jugando un rol en su defensa contra herbivoros y patégenos (Gadzovska y cofs., 2007).
Lo que se observa particularmente en este caso es que el acide jasmodnico estimula la
rapida actividad transciente de enzimas encargadas de la sintesis de compuestos del
metabolismo secundario (Gadzovska y cols., 2007). Por lo tanto la utilizacién de acido
jasménico en células de Azorella fue una aproximacion interesante debido a la
conocida accién de este elicitor en estimular la produccién de compuestos que juegan
un rol en la defensa natural de la planta contra herbivoros o patégenos en donde en la
mayoria de los casos este tipo de metabalitos tienen importancia médica al igual que
algunos de los metabolitos secundarios encontrados en Azorefla como los son los
diterpenos. Cabe pensar que [a posible funcién que los diterpenos que las plantas del
género Azorella producen tengan que ver con las especiales cualidades fisioldgicas
que estas plantas poseen al vivir constantemente en territorios complicados
ambientalmente, ya sea a altas o bajas temperaturas o la fuerte exposicion al sol que

generalmente presentan, en este sentido suena interesante pensar que los diterpenos
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que estas plantas producen quizas les confieren capacidades protectoras conira estos

ambientes tan hostiles, lo que debiese demostrarse en futuras investigaciones.

Por otro lado, en ninguno de los cultivos en donde se utilizd acido salicilico se produjo
de manera notoria o cuantificable algin compuesto apolar o terpenoide. No cbstante
se aprecid en la TLC una mancha de Rf semejante a un compuesto de interés
encontrado en Azorella trifurcata silvestre, Y5 o &cido mulin-11,13-dien-20-oic el
extracto cultivado 2 semanas con acido jasmoénico 50 uM, lo que podria sugerir que
esta molécula podria ser un buen elicitor para la produccion de terpenos u otros
compuestos apolares interesantes en células indiferenciadas de A. frifurcata. Sin
embargo, no se pudo demostrar la correspondencia entre el patron Y5 y el producto
incognito, debido a problemas técnicos en la cromatografia en fase reversa lo que
hubiera proporcionado la capacidad de asociar [as masas moleculares del patron y los
compuestos incognitos. Debido a esto se hace necesario realizar experimentos futuros
utilizando acido jasménico como elicitor para producir mas cantidad de los compuestos
organicos producidos en este cultivo y luego comprobar la identidad de estos, ya que
uno de los problemas principales fue el bajo rendimiento de los compuestos apolares
obtenidos, sobretodo del que esta a la altura del diterpeno Y5 los analisis por TLC de
los cuitivos liquidos. Por otro lado, a una semana de cultivo con acido jasmdnico 50 uM
no se produjeron compuestos de tipo apolar, sélo los de polaridad alta (que se observd
que no avanzaron con la fase moévil). Las razones no son simples de establecer, sin
embargo una posible explicaciéon es que la sintesis de los compuestos apolares vistos

en la cromatografia requiere para su produccion la generacién de enzimas en un

tiempo mas largo en las células en suspension las cuales tardarfan mas en llegar a




producir cantidades considerables de metabolitos secundarios apolares como se
observé en la cromatografia.

4.3 Disefiar los oligonucledtidos y analizar la expresion de genes ent-kaureno
sintasa y pirofosfato de ent-copalilo sintasa involucrados en vias metabdlicas de
produccién de diterpenos en hojas de Azorella trifurcata.

La seleccion de los genes eni-kaureno sintasa y pirofosfato de. ent-copalilo
sintasa se realizd principaimente por la abundante informacion disponible en NCBI con
respecto a secuencias de ARNm que existian para estos dos genes en ofras plantas
del clado Asterids, aun sin saber si estos estarian involucrados en Ia sintesis de los
diterpenos de interés farmacoldgico encontrados en A. frifurcata. Lo anterior aun no es
posible descartar debido a la falta de conocimiento en la ruta de bicsintesis de los
diterpenos en plantas del género Azorefla. Con respecto a los partidores
confeccionados para amplificar fragmentos de los genes eni-kaureno sintasa y
pirofosfato de ent-copalilo sintasa, estos se llevaron a cabo mediante el alineamiento
de secuencias de genes de especies emparentadas con Azorella trifurcata del grupo
Asterids, ya que no existe informacién con respecto a genes que estén involucrados en
la biosintesis de diterpenos dentro del género Azorella. El disefic se basd en
seleccionar regiones con el mayor porcentaje de identidad. Ello fue mas dificil de
lograr con los partidores, en el caso de los de eni-kaureno sintasa en donde un 80%
del partidor reverse mantenia el consenso y en el caso del partidor forward sélo un
38% (aqui nos referimos a regiones amarillas, de conservacién completa, no parcial),
aungue guardaban una alto % de GC en el 3' en ambas regiones para la confeccion de
los partidores. Por otro lado en la confeccion de los partidores para pirofosfato de ent-
copalilo sintasa también se procuré que en el partidor reverse y forward hubiese un alto

porcentaje de consenso en la region 3', sin embargo el consenso sdlo se mantuvo en
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un 72% en el partidor forward y en el reverse un 44% con respecto a la totalidad de los
nucledtidos, lo que claramente influyd en la inespecificidad de los partidores
elaborados. Se observo que el mejor amplificado de los experimentos de PCR fue el
que se producia utilizando los partidores para el gen ent-kaureno sintasa, observando
un fragmento de 700 pb, aunque se esperaba un fragmento de alrededor de 1kb. Por
otro lado se observaron dos fragmentos, uno de 800 y otro de 300 pb, poco nitidos
utilizando los partidores de pirofosfato de ent-copalilo sintasa los cuales se descartaron
para realizar la clonacién y secuenciacion ya que ademas, se esperaba amplificar un
fragmento de alrededor de 500 pb seg(n la informacion del alineamiento de secuencias

obtenidas provenientes de especies del clado Asterids.

Los partidores de enif-kaureno sintasa, si bien amplificaron un fragmento nitido y
especifico (Figura 12), este no correspondid al gen ent-kaureno sintasa luego de
analizar su secuencia mediante BLASTn en la base de datos de plantas. Los
resultados de la secuenciacion en las tres clones purificados enviados a secuenciar
generaron resultados que no se esperaban, ya que la secuencia correspondia a un
tamafio de 660 pb y su identidad al gen de la subunidad ribosornal 26S de Azorella
trifurcata, lo que son resuitados que no permiten afirmar que los partidores
confeccionados funcionaron con respecto al objetivo de este seminario de titulo.
Probablemente las secuencias tomadas desde el alineamiento para confeccionar los
dos partidores de eni-kaureno sintasa, coincidieron muy fuertemente con una
secuencia del gen al cual se le atribuyen los resultados de la secuenciacién, lo que de
manera muy improbable generd un amplificado comrespondiente a este gen no
esperado. Dentro de las posibles razones de estos resultados se encuentra el hecho

de que en el alineamiento se encontraron varias regiones celestes las que indican que
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las secuencias no posefan conservacién completa, lo que claramente disminuyé la
probabilidad de que los partidores fuesen altamente especificos para los genes
estudiados. Otro hecho importante de analizar fue el tratamiento de los plasmidos con
EcoRl para los 4 clones obtenidos (1, 2, 6 y 7), en donde ademas de la banda de 660
pb se produjeron tres bandas mas de tamafios menores a 600 pb, lo que se contemplé
en la Figura 16B, las cuales a priori se sabia que no podian aparecer debido a que
como se purificd sélo un fragmento de 700 pb, no podian haber otros fragmentos que
se ligaran dentro del vector. Con respecto a este hecho se realizé un analisis in silico
con la secuencia de 660 pb obtenida de la secuenciacion (correspondiente al gen de la
subunidad ribosomal 26S de A. lrifurcata) y se encontrd que la secuencia posee dos
sitios de reconocimiento por la enzima de restriccion EcoRI (en las posiciones de corte
404 y 527 de la secuencia), lo que apoyaria fuertemente el hecho de que se hayan
producido diversas bandas en el gel al tratar los plasmidos purificados con la enzima.
Para mejorar este tipo de experimentos se debieran enviar a sintetizar partidores
degenerados y establecer condiciones de PCR mas estrictas que las realizadas en
este seminario de titulo para obtener fragmentos correspondientes realmente a genes

que estén involucrados en la sintesis de diterpenos en A. frifurcala u ofras plantas del

genero.

Actualmente se han descubierto aspectos interesantes en la biosintesis de diterpenos
en otras especies del clado Asferids como Marrubium vulgare, en donde se han
estudiado recientemente las posibles rutas de sintesis de diterpenos (Zerbe y cols.,
2014). Especificamente se han identificado genes de clase | y Il, correspondientes a
diterpeno sintasas {diTPS) involucradas en la sintesis de diterpenos especificos con

actividad bioldgica, las cuales se ha demostrado que en diferentes combinaciones al
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ser expresadas en microorganismos modelo generan diterpenos con cualidades
medicinales encontrados en esta especie (Zerbe y cols.,, 2014). Estos nuevos
descubrimientos en plantas del clado Asterids podrian ayudar a que también genes
emparentados con los encontrados en estos organismos puedan ser descubiertos en el
género Azorella los cuales también puedan tener un papel importante en la sintesis de
diterpenos con interés medicinal que se han descubierto en Azorella trifurcata u otras
especies del género. Se ha encontrado que las rutas biosintéticas posibles para la
produccién de diterpenos a partir del pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP) son
muitiples y actualmente existe cierta claridad con respecto a que a partir de Ia
utilizacion del GGPP como sustrato por parte de la enzima pirofosfato de ent-copalilo
sintasa la cual sintetiza ent-CPP y sdlo se deriva a la produccién por medio de la
enzima ent-kaureno sinfasa a eni-kaureno el cual principalmente deriva a la sintesis de
giberelinas y no de diterpenos con actividad bicldgica, esto especificamente en
Marrubium vulgare, lo que se ha demostrado por medic de técnicas de
complementacion génica en donde se observé que no cabia la posibilidad de que esta
ruta produjera también diterpenos de interés medicinat (Zerbe y cols., 2014). De todas
maneras es posible pensar que en especies del género Azorelfa existan diferentes
lineas de sintesis que también puedan permitir ramificaciones en la via de sintesis de
diterpenos: GGPP - pirofosfato de ent-copalilo - ent-kaureno, la cual podria poseer
un papel en la formacion de diterpenos con interés medicinal lo cual al menos dentro
del género Azorella, ni en especies muy cercanas a ellas, como lo son las plantas de la
familia de las Apiaceae, no se ha estudiado directamente como en Marrubium vulgare
u otras especies del clado Asterids en donde ya se tiene conocimiento acabado de la
ruta de biosintesis de los diterpenos con interés medicinal encontrados en este tipo de

organismos. Sin embargo en ofras especies correspondientes al género Stevia se ha
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demostrado que la via de! ent-kaureno no sélo deriva a la produccion de giberelinas,
sino que también en la produccién de otros metabolitos secundarios con caracteristicas
tinicas como el steviol el cual se ha reportado que puede servir ya sea como precursor
de algunas giberelinas o como metabolito secundario de la planta el cual posee
actividad repelente contra insectos (Richman y cols., 1999). De lo anterior se
desprende la necesidad de elaborar investigaciones que permitan conocer al
transcriptoma de plantas del género' Azorella, con el fin de realizar posteriormente
experimentos parecidos a los realizados en Marubium vulgare en donde se ha
dilucidado de gran manera la via de produccién de algunos diterpenos de interés
medicinal en este organismo. Estos diterpenos, poseen actividades semejantes a los
encontrados en plantas del género Azorella como lo son la actividad antihiperglicémica
correspondiente al azorelfanol y al dcido mulindlico presentes en Azorella trifurcala, sin
embargo la estructura de los diterpenos con cualidades medicinales encontrados en
Marrubium vulgare no se asemeja del todo a la de los diterpenos con actividad
biolégica encontrados en plantas del género Azorella, por lo que es muy posible que
los diterpenos tan caracteristicos encontrados en la subfamilia Azorelloideae se
produzcan por la accién de enzimas desconocidas presentes en este tipo de plantas
(Zerbe y cols., 2014). Analizando lo anterior, caben tres posibilidades, primero: que
existan modificaciones de las enzimas que generan los diterpenos de interés medicinal
en Marrubium vulgare que se encuentren también en plantas del género Azorella las
cuales realicen la sintesis de manera diferente provocando los anillos caracteristicos
encontrados s6lo en plantas del género Azorella, la segunda posibilidad es que existan
mas bifurcaciones que involucren a rutas descartadas actualmente en la sintesis de
diterpenos de interés medicinal que involucren los genes de eni-kaureno siniasa y

pirofosfato de ent-copalilo sinfasa o semejantes especificos del género Azorella, lo cual
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por ahora no se ha demostrado y la tercera posibilidad, que es probablemente la mas
factible, es que existan enzimas Unicas involucradas en la sintesis de los anillos tan
caracteristicos que se encuentran en los diterpenos aislados de especies del género
Azorella, es decir diterpenos principaimente con anillos de tipo mulinano y azollenano.
De este modo como proyeccion a futuros trabajos realizades con plantas del género
Azorella se postula la posibilidad de analizar secuencias de genes de especies
emparentadas que se puedan encontrar presentes en la base de datos
correspondientes a los genes: miltiradieno sintasa, kaureno sintasa, pirofosfato de
copalilo sinfasa u ofros, las cuales podrian derivar a la sintesis de diterpenos con
interés medicinal como se demostré en Marrubium vulgare. Los autores expresaron de
manera heteréloga en microorganismos diferentes combinaciones de estos genes
produciendo diterpenos de interés medicinal normalmente sintetizados en Marrubium
vulgare, lo que fue una aproximacién experimental muy interesante realizada por este
grupo de investigacion (Zerbe y cols., 2014). Lo anterior también se puede realizar en
plantas del género Azorella para dilucidar las vias que generan diterpenos de interés
medicinal, en este caso estudiando en un future las secuencias génicas y enzimas
producidas en plantas del género Azorella. Dentro de las alternativas mencionadas, la
que mas podria generar resultades favorables para encontrar genes que estén
involucrados en la biosintesis de los diterpenos que se han encontrado en plantas de la
subfamilia Azorelloideae es la idea de realizar transcriptémica, técnica que ha sido
utilizada en ofras especies que también producen diterpenos con interés medicinal en
donde ha permitido conocer los genes involucrados en la biosintesis de estos
compuestos, [o que ha permitido posteriormente dilucidar los pasos especificos de
sintesis de diterpenos con interés medicinal y las modificaciones que estos presentan

para poseer sus actividades biologicas correspondientes (Zerbe y cols., 2014).
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5. CONCLUSIONES

La realizacidn del protocolo de esterilizacion y cultivo de explantes utilizado
previamente a este seminario de titulo en A. compacta resulté ser exitoso en Azorella
trifurcata para generar callos y células indiferenciadas en suspensién de este

organismo.

El compuesto organico acido jasménico es un posible elicitor de la sintesis de
metabolitos secundarios en cultivos liquidos que posean células indiferenciadas en

suspension de Azorella trifurcata bajo la estimulacion por la auxina 2,4D.

El fragmento de ADNg¢ clonado y secuenciado utilizando partidores para el gen ent-
kaureno sintasa pertenecia al gen de la subunidad ribosomal 26S de Azorella trifurcata,
asi estos partidores no se pudieron utilizar para realizar los andlisis de expresion
génica con respecto al gen mencionado ni ninguno que tuviera que ver con Ja

biosintesis de diterpenos.
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6. PROYECCIONES

Se necesita realizar estudios mas precisos al analizar los genes que tengan que
ver con el metabolismo de diterpenos con actividad biolégica en plantas del género
Azorella utilizando técnicas moleculares mas avanzadas, como transcriptomica, la cual
podria dar informacién especifica con respecto a transcritos de genes, para asi realizar
experimentos guiados a las secuencias propias de la especie estudiada y no depender
de alineamientos de secuencias génicas provenientes de especies no tan cercanas a
Azorella trifurcata en el arbol filogenético, como se realizé en este seminario de titulo.
Con {a informacion existente en NCB! se podrian estudiar otras rutas de biosintesis
alternativas existentes que no se estudiaron en este seminario de titulo
(especificamente algunos genes de diTPS de clase | y II) que estén involucrados en la
sintesis de diterpenos con cualidades medicinales en donde se conozca a fondo su

ruta de biosintesis.

Con miras a futuras investigaciones con el organismo Azorella trifurcata u otros del
género, especificamente desde el punto de vista biotecholégico se debiesen proyectar
mas estudios que analicen la capacidad del compuesto acido jasmonico a actuar como
un elicitor eficiente para producir uno o mas diterpenos de interés medicinal que sean
capaces de ser sintetizados por este tipo de plantas, o de usar otras condiciones que
generen estrés en la planta como exceso de luz, temperaturas bajas, etc. Ademas,
como se discutié anteriormente, existen alternativas modernas que han permitido en
plantas de! clado Asterids dilucidar especificamente los pasos del metabolismo
secundario que generan la biosintesis de diterpenos con actividad biolégica. De esta

manera seria interesante realizar experimentos que involucren técnicas moleculares
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que permitan entender qué enzimas y genes especificos generan los tan
caracteristicos anillos diterpénicos encontrados en plantas del género Azorella. Tode
esto con proyecciones futuras de poder llevar a la produccion farmacolégica o a gran
escala los diterpenos encontrados en plantas del género Azorelfa, los cuales se
podrian en un futuro comercializar como medicinas naturales en el mercado mundial de

productos naturales.
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