UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EFECTO DEL NITROGENO EN LA PRODUCCION DE ALCALOIDES EN Annona diversifolia
Saff.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
JOSE AGUSTIN OROZCO CASTILLO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. ALMA ROSA GONZALEZ ESQUINCA
INSTITUTO DE BIOLOGiA, UNICACH

COTUTORA DE TESIS: DRA. MARIA DEL ROCiO CRUZ ORTEGA
INSTITUTO DE ECOLOGiA, UNAM

COMITE TUTOR: DR. MARIANO MARTINEZ VAZQUEZ
INSTITUTO DE QUiMICA, UNAM

MEXICO, CIUDAD DE MEXICO OCTUBRE, 2016.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COORDINACION

UN )4M :
POSGRADO!

1 £
Ciencias Biologicas

Lic. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién del Subcomité por Campo de Conocimiento de
Biologia Experimental y Biomedicina del Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 20 de
junio de 2016, se aprob¢ el siguiente jurado para el examen de grado de DOCTOR EN CIENCIAS
del alumno OROZCO CASTILLO JOSE AGUSTIN con nuimero de cuenta 510020761 con la tesis
titulada: “Efecto del nitrégeno en la produccion de alcaloides de Annona diversifolia Saff”’, realizada
bajo la direccion de la DRA. ALMA ROSA GONZALEZ ESQUINCA:

Presidente: DRA. ALMA DELFINA LUCIA OROZCO SEGOVIA
Vocal: DRA. CLARA LEONOR TINOCO OJANGUREN
Secretario: DR. MARIANO MARTINEZ VAZQUEZ

Suplente: DRA. MARIA MARGARITA CANALES MARTINEZ
Suplente DR. RICARDO REYES CHILPA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, Cd. Mx, a 30 de agosto de 2016.

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINADORA DEL PROGRAMA

c.c.p. Expediente del (la) interesado (a).

Unidad de Posgrado * Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio D, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacan C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

Agradezco al Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Auténoma por darme la oportunidad
de seguir prepardndome profesionalmente.

Mi agradecimiento al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por las facilidades econdmicas prestadas
durante mi formacion académica, la cudl me otorgo la beca 325262 y CVU 239795.

También expreso mi agradecimiento a la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas por las facilidades

otorgadas para el desarrollo de éste trabajo.

Mi sincero agradecimiento a mi comité tutor: Dra. Alma Rosa Gonzalez Esquinca, Dra. Rocio Cruz Ortega v al

Dra. Mariano Martinez VVazquez quienes me guiaron en éste proceso Yy aportaron valiosos conocimientos para mi
formacion académica.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

Agradezco a la Dra. Alma Rosa Gonzdlez Esquinca quien ha sido y serd mi mentora, ha formado parte
fundamental en mi desarrollo profesional y personal. Le agradezco infinitamente su apoyo y amistad, y por
haber creido y compartido mis locuras.

Mi agradecimiento a los sinodales: Dra. Alma Orozco Segovia, Dr. Mariano Martinez Vazquez, Dra. Clara Tinoco
Ojanguren, Dra. Margarita Canales Martinez y al Dr. Ricardo Reyes Chilpa, por todo su apoyo y gentileza.

Al Dr. Ivdn de la Cruz Chacdn quien también es parte importante en mi formaciéon académica, agradezco
haberlo encontrado en el camino y de haberme contagiado de su pasion por la investigacion.

A la Dra. Lorena Luna Cazares por su amistad y los jalones de oreja que me forjaron responsabilidad.

A mis compaiieros que forman parte del equipo de laboratorio Marisol, Christian, Cecilia, Claudia, Alfredo,
Xocoyotzin y todos los que alguna vez pasaron por el lab. Mi aprecio para ellos y gracias por compartir los
buenos momentos.

Agradezco a David Castaiion por su apoyo incondicional en los experimentales y en los tramites de titulacién.
Gracias por tu amistad sincera y por los momentos de charla y debate que hicieron mas ameno el trabajo duro.

A mi amigo, carnal, consejero, charolastra y hermano Mario Enrique Hernandez Maza. Te agradezco tu
hermandad, tus palabras de aliento y apoyo. Te aprecio y te quiero. Ya tu sabes.

Agradezco a mis padres Ing. José Orozco Vivanco y Maria Elena Castillo Ballinas por haberme fomentado los
buenos valores de familia, por inculcarme la responsabilidad que me permitieron salir adelante y por todas las
cosas que me inculcaron en casa. Sin ustedes no habria llegado hasta aqui. A mis hermanas Lorena Lila Orozco
Castillo y Maria Elena Orozco Castillo, gracias por todo su apoyo incondicional las quiero muchisisimo.

En especial agradezco a mi esposa M.Sc. Liliana Gamboa Herndndez que ha compartido el entusiasmo por la
investigacion, por su apoyo incondicional, por los dias y noches agridulces en los que estuvo junto a mi. Te
amo. A mis hijos Amelie Orozco y José Emiliano Orozco que son los dos ventriculos de mi corazén que me
hacen vivir con alegria todos los dias.



INDICE

RESUMEN

ABSTRACT

11

1.2

13

14

15

1.6

1.7

18

1.9

1.10

111

1.12

INTRODUCCION

La importancia del nitrégeno en el metabolismo de las plantas
Absorcion y asimilacion del nitrégeno

El papel clave de la nitrato reductasa en la asimilacién de nitrégeno
El ciclo GS/GOGAT vy su funcién en la distribucién del nitrégeno
en el metabolismo

Incorporacion del nitrégeno hacia a la biosintesis de aminoacidos
aromaticos tirosina y fenilalanina

Los alcaloides bencilisoquinolinicos y su origen biosintético
Norcoclaurina sintasa

Monofenol oxigenasa (tirosinasa o fenolasa)

Efecto del nitrégeno en los alcaloides bencilisoquinolinicos

Distribucion taxonémica y diversidad de alcaloides bencilisoquinolinicos

La familia Annonaceae

Alcaloides bencilisoquinolinicos en la familia Annonaceae

PAG.

14

16

17

18

24

26

26



2.1

2.2

4.3

44

5.1

ANTECEDENTES

Annona diversifolia Saff 28
Estudios de los alcaloides bencilisoquinolinicos en Annona diversifolia 29
OBJETIVOS 31
METODO

4.1 Ensayo del efecto de diferentes concentraciones de nitrégeno en
A. diversifolia 32
4.2 Seleccion de la etapa de desarrollo 32

Estudio experimental para determinar el efecto del nitrégeno

43.1  Condiciones de crecimiento y obtencidn del material vegetal 33
4.3.2 Extracciony determinacion de alcaloides 34
4.3.3 Cuantificacion de alcaloides 39

4.3.4 Meétodo de evaluacién de la enzima monofenol monooxigenasa (MFO) 40

4.3.5 Meétodo de evaluacién de la enzima norcoclaurina sintasa (NCS) 40
Analisis estadistico 41
RESULTADOS

Ensayos previos
5.1.1 Ensayo del efecto de diferentes concentraciones de nitrdégeno en
A. diversifolia 42

5.1.1 Seleccién de la etapa de desarrollo 42



5.2

VI.

VILI.

VIII.

Estudio experimental para determinar el efecto del nitrégeno
5.2.1 Efecto de los tratamientos en el contenido de liriodenina, lisicamina,
aterospermidina y alcaloides totales
5.2.2 Variacioén diurna de los alcaloides aporfinicos
5.2.3 Efecto 6rgano-especifico del nitrégeno en el contenido de alcaloides
5.2.4 Efecto del nitrégeno en la actividad de la MFO y NCS
5.2.4.1 Monofenol monooxigenasa (MFO)

5.2.4.2 Norcoclaurina sintasa (NCS)

DISCUSION

CONCLUSIONES

LITERATURA CITADA

ANEXOS

48

48

50

53

53

57

63

65

82



RESUMEN

Los alcaloides aporfinicos son metabolitos secundarios que se obtienen en bajas concentraciones en especies de
plantas de la familia Annonaceae. Se sabe que el contenido de alcaloides en las plantas incrementa o disminuye
debido al suministro de nitrdgeno. No obstante, los estudios publicados no consideran que el nitrogeno
disponible en la planta modifica el contenido de alcaloides a lo largo del dia. En este estudio se propuso
investigar el efecto del suministro de nitrogeno en la concentracion de los alcaloides aporfinicos en las raices,
tallos y hojas de plantulas de A. diversifolia durante el periodo diurno. Para ello, las plantulas de 60 dias de edad
fueron cultivadas con tres niveles de nitrogeno (0, 30 y 60 mM) posteriormente los alcaloides fueron
determinados mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por su designacion en inglés, High
Performance Liquid Chromatography). Los resultados demostraron que la concentracién de los alcaloides
aporfinicos se incrementd con el tratamiento de 30 mM N. La liriodenina, lisicamina y aterospermidina
incrementaron su concentracion con los tratamientos de 0 y 30 mM N en las raices y en los tallos y con 60 mM
N en las hojas. La principal variacion diurna en el contenido de los tres alcaloides se registrdé durante las
primeras 6 horas después de suministrar el nitrégeno y los cambios observados pueden deberse a la translocacion
de los alcaloides o a su interconversion. También se observd que los alcaloides son biosintetizados
principalmente en las hojas y almacenados en las raices. Los resultados muestran que la biosintesis de alcaloides

aporfinicos incrementa con el suministro moderado de nitrdgeno y su concentracién cambia durante el dia.



ABSTRACT

Aporphine alkaloids are secondary metabolites produced in low amounts in species of the Annonaceae family. It
is known that alkaloids content in plants either increases or decreases when plants are supplied with nitrogen.
Though, reported studies did not consider that nitrogen could change the alkaloid content throughout the day.
However, this behavior has not been described in the aporphine alkaloids. The aim of this study was to
investigate the effect of nitrogen supply on aporphine alkaloid content measuring in roots, stems and leaves
of Annona diversifolia Saff. seedlings during diurnal periods. The 60-days-old seedlings were grown on three
nitrogen levels (0, 30 and 60 mM) and the alkaloid extracts were analyzed by HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Results showed that the aporphine alkaloid biosynthesis increased mainly in the 30 mM N
treatment. The liriodenine, lysicamine and atherospermidine content increased with 0 and 30 mM N treatments
in roots and stems and with 60 mM N treatments in leaves. The main diurnal variation in the three alkaloids
content was recorded during the first 6 hours after nitrogen supply; the diurnal changes observed may be due to
alkaloid translocation or their interconversion. In addition, the benzylisoquinoline alkaloids are biosynthesized
mainly in leaves and store in the roots. We conclude that aporphine alkaloid biosynthesis increase by nitrogen

supply, increase with moderate nitrogen supply and show intra-day variation.



I. INTRODUCCION
11 La importancia del nitrogeno en el metabolismo de las plantas

El nitrégeno después del carbono, hidrogeno y oxigeno es el elemento mas comun encontrado en las plantas
(Kraiser et al., 2011). Su inclusion es esencial en la formacién de enzimas y proteinas estructurales, acidos
nucléicos, polisacaridos, pigmentos, hormonas y metabolitos secundarios, especialmente de los alcaloides
(Williams y Miller, 2001; Arias et al., 2009), también interviene en aspectos fisiolégicos como elemento de
equilibrio osmotico y sefalizacion en procesos celulares (Raven y Smith, 1976; Glass et al., 2002). Se sabe que
la falta de la disponibilidad del nitrégeno en el suelo no pone en riesgo la sobrevivencia de la planta, aunque
limita su crecimiento y desarrollo (Van Oijen y Levy, 2004).

Debido a las multiples funciones en las que interviene, la concepcion del nitrégeno como elemento
exclusivamente nutricional ha quedado en el pasado. Se ha demostrado que en forma de nitrato, amonio y
glutamina, puede cumplir funciones que alteran el metabolismo de la planta a nivel metabolémico, proteébmico y
molecular. Por ejemplo, el nitrato per se puede modificar las funciones celulares actuando como una via de
sefializacion primaria que modifica la expresion de aproximadamente 5500 genes en las hojas y 700 en las raices
(Kissen et al., 2010). En Arabidopsis thaliana se ha comprobado su intervencion como via de sefializacion
secundaria a traves de la estimulacion de la expresion de la enzima adenosin fosfato isopentenil transferasa (IPT)
codificada por el gene IPT3-dependiente de nitrato en el floema, que tiene la funcidn de catalizar citocininas
altamente activas como la trans zeatina (Sakakibara et al., 2006). Por lo tanto, el nitrégeno tiene la capacidad de
reprogramar tanto el metabolismo primario a través de una compleja red de interacciones coordinadas con el
ciclo de Calvin-Benson, glucolisis, ciclo de Krebs, la cadena de transporte de electrones, asi como el
metabolismo secundario de manera directa con la biosintesis de fenilpropanoides, flavonoides, terpenos,
glucosinolatos y alcaloides; la mayoria de ellos biosintetizados a partir de la fenilalanina y tirosina (Sttit et al.,
2010; Kusano et al., 2011; Rubio-Wilhelmi et al., 2012a).

El nitrdgeno se encuentra disponible para las plantas en forma de amonio (NH4*) y nitrato (NO3") (Pate,
1973), por lo que depende de cada especie la habilidad para absorberlo en cualquiera de las dos formas (Stock y
Lewis, 1984). Aunque, cuando ambos iones se encuentran presentes, el amonio es preferentemente absorbido
debido al escaso gasto energético para incorporarlo al metabolismo (Wirén et al., 2000). No obstante, el nitrato
es el recurso dominante de nitrégeno disponible para la planta (Sakakibara et al., 2006; Wickert et al., 2007),
principalmente cuando se encuentra en suelos con un pH alto y buen aporte de oxigeno, mientras que en suelos
con bajos niveles de oxigeno y acidificados el amonio se convierte en el principal recurso (Mendelssohn, 1979;
Wickert et al., 2007; Arias et al., 2009). De acuerdo a las condiciones de su disponibilidad, las plantas han
adoptado estrategias para su obtencion como cambios morfoldgicos en raices y hojas (Schatchman y Shin,
2007), la fijacion del nitr6geno atmosférico, por medio de bacterias (Beevers y Hageman, 1969), las

asociaciones micorrizales (Valverde y Wall, 2003), la “carnivoria” (Chapin III et al., 1987) y principalmente la
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adaptacion de la absorcidn de nitrogeno en las raices en dos formas: nitrato (NO3s) y amonio (NH.*) (Crawford,
1995; Van Oijen y Levy, 2004; Arias et al., 2009).

1.2 Absorcion y asimilacion del nitrégeno

El proceso de absorcion tanto del nitrato como del amonio se lleva a cabo en las células epidérmicas y corticales
de la raiz (Chapin Ill, 1980; Crawford, 1995). En estos sitios mdltiples sistemas de transporte molecular
contribuyen a la absorcion del nitrégeno (Maathuis, 2009).

Las plantas regulan la concentracion intracelular de nitrogeno desde la membrana a través de permeasas
ubicadas en las células corticales de la raiz. La absorcion de nitrato se lleva a cabo por tres sistemas de
transporte, uno constitutivo de alta afinidad (CHATS) que regula cantidades de 100-200 UM y se caracteriza por
valores bajos de Kn Y Vimax (6 -20 uM y de 0.3-0.82 umol g.h, respectivamente); el segundo transportador es
inducible de alta afinidad (IHATS) con valores altos de Kmn Y Vmax (20-100 uM y de 3-8 umol g.h?,
respectivamente) y el tercero es un trasportador constitutivo de baja afinidad (LATS), que contribuye
significativamente a la absorcion de nitrato en concentraciones mayores a 200 uM (Crawford y Glass, 1998). La
actividad de los transportadores estimula la familia de genes que codifican a las enzimas encargadas de la
absorcion y transporte de este ion (NRT1 y NRT2), de la reduccion del nitrato (NIA y NII) y de la sintesis de
cofactores para el proceso de reduccién (CNX y UPM), asimilacién de amonio y produccién de equivalentes
reductores (FD y FNR). Mientras que la absorcion de amonio es controlada por dos sistemas, uno de alta
afinidad (<1 mM) y otro de baja afinidad (> 1 mM) (Wirén et al., 2000), contribuyendo a la estimulacion del
grupo de genes AMT que codifican la biosintesis de sus transportadores hacia el interior de la célula (Amtmann
y Blatt, 2009; Maathuis, 2009).

Los sistemas constitutivos (CHATS y LATS) se inactivan para regular el flujo de nitrégeno hacia el
interior de la planta equilibrando el balance cation/anion y mantener las cantidades 6ptimas de este elemento en
las células. Es decir que la absorcion y asimilacién puede regularse por mecanismos enzimaticos de
retroalimentacion negativa (feedback) (Wirén et al., 1997; Miller et al., 2007). Estos sistemas se encuentran
acoplados con la ruta oxidativa de las pentosas fosfato, glucélisis, ciclo de acidos tricarboxilicos, asi como el
metabolismo de &cidos organicos que proveen los esqueletos carbonados para su incorporacion al metabolismo
de la planta ( Sakakibara et al., 2006; Wickert et al., 2007; Maathuis, 2009).

1.3 El papel clave de la nitrato reductasa en la asimilacion de nitrégeno

El nitrato es reducido a amonio para que la planta pueda asimilarlo rapidamente debido a que en esta forma es
toxico. En contraste, el nitrato puede ser almacenado en la vacuola. La asimilacion del nitrato se lleva a cabo con

la ayuda de dos enzimas clave que actian de manera coordinada: la nitrato reductasa (NR, EC 1.6.6.1-2) y la

4



nitrito reductasa (NiR, EC 1.7.1.4); la primera cataliza la liberacion de dos electrones para convertir el nitrato en
nitrito, posteriormente la segunda enzima convierte al nitrito en amonio a través de la liberacion de seis
electrones (Crawford, 1995; Wickert et al., 2007).

La enzima nitrato reductasa es una de las mas importantes para el flujo de nitrégeno hacia el
metabolismo de las plantas y se considera fundamental en el proceso de asimilacion de este elemento (Schrader
y Hageman, 1967; Heidari et al., 2011). Su funcion es catalizar el primer paso de la reduccion del nitrato a
amonio en el citosol de las células corticales y epidérmicas de la raiz; aunque también se encuentra en las células
del mesofilo de las hojas (Schrader y Hageman, 1967; Shaner y Boyer, 1976; Campbell, 1999). Para ello, utiliza
NAD(P)H como donador de electrones en una proprorcion de 4 mol de NAD(P)H por 1 mol de NOs (Kaiser y
Huber, 1994; Lillo, 1994) (Figura 1).

La nitrato reductasa de plantas superiores se encuentra en dos isoformas, una de ellas inducible y la otra
constitutiva. La forma inducible es regulada por factores como el nitrato y la luz, principalmente (Lillo, 1994;
Campbell, 1999; Kaiser y Huber, 2001). Por ejemplo, la actividad de la nitrato reductasa y los factores de
transcripcion que regulan la expresion genética de esta enzima son inducidos por el nitrato, que tiene la funcion
de sefial primaria para regular la asimilacion del nitrégeno, actuando esencialmente como una hormona (Kaiser y
Huber, 2001; Miller et al., 2007). Tal induccién ocurre en minutos y puede responder a muy bajas
concentraciones de nitrato (menores a 10 uM NO3’), mientras que la luz absorbida por fitocromos generalmente
provoca un incremento de su transcrito y su actividad enzimatica en plantas etioladas (Lillo, 2004). Esta enzima
responde a los factores metabdlicos como los bajos niveles de glutamina y la disponibilidad de nitrato,
aumentando su capacidad reductora. En contraste, los altos niveles de glutamina inhiben la actividad de la
enzima (Campbell, 1999). Inclusive la glutamina ejerce una regulacién negativa en la expresion de los genes NIA
(Lillo, 2004). Esto sugiere que el “pool” interno de aminoacidos de las plantas provee una sefial que puede

regular la absorcién y asimilacion del nitrégeno (Miller et al., 2007).
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Figura 1. Esquema de la absorcidn de nitrato y amonio en las plantas. Adaptado de Maathuis, 2009.

Transportador de nitrato (NRT), transportador de amonio (AMT), nitrato reductasa (NR).

La regulacion ejercida por factores ambientales (la intensidad de luz, la disponibilidad de nitrégeno y
cantidad de agua) y metabolicos (el equilibrio de glutamato/glutamina, la concentracion de carbohidratos, la tasa
fotosintética de la planta, entre otros) se debe a que las secuencias genéticas reguladoras (cajas reguladoras) se
sobreponen con las regiones promotoras de los genes que expresan a la nitrato reductasa (Campbell, 1999; Unni
et al., 2006).

14 El ciclo GS/GOGAT y su funcion en la distribucion del nitrogeno en el metabolismo

El ciclo GS/IGOGAT es la via principal por la cual el amonio intracelular obtenido de la absorcion y/o por la
reduccién del nitrato es incorporado a los esqueletos carbonados (Valverde y Wall, 2003). Es un proceso del
metabolismo del nitrégeno en las plantas que podria considerarse como un “sensor” del nitrogeno intracelular.
Mismo que regula su absorcién, asimilacién y reasimilacion en 6rganos como raices y hojas, mediante isoformas
de las enzimas que son tejido-especificas (Deng et al., 2011; Lu et al., 2011). En este ciclo se llevan a cabo
reacciones tanto de reduccién como de translocacién mediante reacciones irreversibles catalizadas por dos
enzimas. La primera de ellas es la glutamina sintetasa (GS, L-glutamato:amonio ligasa EC 6.3.1.2) que incorpora
el amonio al glutamato y biosintetiza glutamina (GIn) (primer metabolito generado de la asimilacion del
nitrogeno) (Foyer et al., 2011; Betti et al., 2012). La segunda es la GS-glutamato sintasa:2-oxoglutarato
aminotransferasa (Fd-GOGAT, EC 1.4.1.7; NADH-GOGAT, EC 1.4.1.14) que transfiere el grupo amino de la
glutamina a una molécula de 2-oxoglutarato para producir dos moléculas de glutamato (Glu) (Forde y Lea.,

2007; Wickert et al., 2007; Foyer et al., 2011). Ambos aminoacidos son los principales donadores de nitrégeno



para la formacion de biomoléculas, entre ellas los aminodcidos esenciales (Deng et al. 2011; Rubio-Wilhelmi et
al., 2012b).

La glutamina sintetasa (GS) en plantas superiores se encuentra en dos isoformas GS1 y GS2 (Wickert et
al., 2007; Bindu, 2009; Duca et al., 2011). La enzima GS1 (citos6lica, 39 kDa) se ubica principalmente en las
raices y en el tejido conductivo (células acompafante del floema), que junto con la enzima GOGAT-NADH
dependiente estan implicadas en la biosintesis de aminoacidos designados para el transporte a otras partes de la
planta incluyendo a hojas etioladas (Wickert et al., 2007; Duca et al., 2011); también esta involucrada en el
catabolismo de aminoacidos y en el metabolismo de fenilpropanoides (Bindu, 2009). EI mecanismo de
regulacién de esta enzima en plantas superiores no se conoce completamente (Cren y Hirel, 1999) y la presencia
de mdltiples isoenzimas GS1 complican la total comprension de sus funciones fisiolégicas, aunque se sabe son
reguladas transcripcionalmente y por un mecanismo de retroalimentacién negativa como repuesta a la
disponibilidad de nitrogeno, en particular de amonio y de glutamina (Miao et al., 1991; Ishiyama et al., 2004;
Duca et al., 2011). En bacterias esta regulada por un mecanismo feedback acumulativo de glutamina y de otros
metabolitos nitrogenados (Standman, 1990).

La isoenzima GS2 (44 kDa) esté localizada en el estroma de los cloroplastos y es la principal forma de la
GS. Tiene la funcién de asimilar el amonio producido por la reduccion del nitrato y la fotorespiracion y es por
ello que se relaciona estrechamente con la actividad de la GOGAT-ferredoxina dependiente (GOGAT-Fd)
(Wickert et al., 2007; Duca et al., 2011). La isoenzima GS2 esta codificada por un solo gen que se expresa en
células fotosintéticas (Miao et al., 1991; Duca et al., 2011) y su regulacion depende de la fotosintesis, debido a
que responde a la intensidad luminosa para coordinar la asimilacién de nitrégeno mediante esqueletos
carbonados disponibles (fotoasimilados) y atrapar el amonio liberado por la fotorrespiracion (Lillo, 2004;
Simonovic y Anderson, 2008). La luz puede modular directamente la expresion de los genes, mediante la
activacion de fitocromos y criptocromos e indirectamente por la fotosintesis incrementando los niveles de
metabolitos carbonados, debido a ello esta enzima se regula a nivel transcripcional (Lillo, 2004; Simonovic y
Anderson, 2008; Bindu, 2009). También los azlcares como la sacarosa, fructosa y glucosa pueden tener un
efecto similar al de la luz, estimulando la expresion genética de la GS2 en la oscuridad (Lillo, 2004). Asi como
algunos aminodcidos tales como: aspartato, asparagina, glutamato y glutamina, tienen efectos antagénicos a los
azucares y pueden inhibir la actividad de la GS (Yang et al., 2011). La regulacion transcripcional de la GS2 ha
sido observada en especies como Pisum sativum L. (Tjaden et al, 1995), Pinus sylvestris L. (EImliger et al.,
1994) y Arabidopsis thaliana L. (Oliveira y Coruzzy, 1999).

El ciclo GS/IGOGAT es influenciado de forma directa por la biosintesis de compuestos estructurales
fotosintéticos como la clorofila y la ribulosa bifosfato carboxilasa (rubisco), que son moléculas primordiales para
la generacion de equivalentes reductores en la fotosintesis y de esqueletos carbonados, debido a ello existe una

estrecha relacion entre la absorcion del nitrégeno con el metabolismo del carbono (Chapin Il et al., 1987;



Delgado et al., 1994; Wickert et al., 2007). De esta relacion ha surgido el postulado de la hipotesis del balance
del carbono-nutrientes, la cual es una hipotesis predictiva que explica que los niveles de compuestos
nitrogenados dependen de la cantidad de carbono y nitrégeno para satisfacer las necesidades primarias de
crecimiento de la planta o para asignarlas a las necesidades secundarias (Bryant et al., 1983; Lerdau, 2002). No
obstante, es una hipétesis controvertida debido a que es propiamente predictiva, por lo que no se cumple en
todos los taxa y carece de generalidad, asi mismo no considera aspectos quimicos-fisiol6gicos que permitan una
mejor comprension de la asignacién de los recursos (Koricheva et al., 1998; Nitao et al., 2002).

En las raices y hojas de las plantas el nitrégeno se reduce para su rapida incorporacién al metabolismo y
se moviliza para la biosintesis de compuestos nitrogenados por medio de los acarreadores como la glutamina,
glutamato, aspartato y asparagina, que son biosintetizados a partir del ciclo GS/GOGAT (Crawford, 1995;
Cénovas et al., 2007; Yang et al., 2011). El glutamato (Glu) se considera como la molécula central en la
biosintesis de aminoacidos en plantas superiores y el control en el mecanismo regulatorio en la asimilacion de
amonio (Sttit et al., 2002; Forde y Lea, 2007). Este aminoacido es el precursor del aspartato que se forma a
través de la enzima aspartato:2-oxoglutarato aminotransferasa (ATT, EC, 2.6.1.1). Esta enzima forma parte de la
familia de aminotransferasas que son activadas en condiciones de estrés abidtico, ademas de tener otras
funciones en el metabolismo energético de las plantas y en la regulacion del metabolismo del carbono y
nitrégeno en todos los organismos (Forde y Lea, 2007; Galili, 2011; de la Torre et al., 2014).

El glutamato y el aspartato juegan un papel importante en la biosintesis de compuestos aromaticos,
debido a que son los donadores especificos del grupo amino para su incorporacion a los precursores provenientes
del &cido shikimico para formar los aminoécidos tirosina y fenilalanina (Graindorge et al., 2010; Maeda et al.,
2010a). Las evidencias mas claras sobre el efecto del nitrégeno en el contenido de glutamato y aspartato en
plantas, han sido aportadas por estudios in vivo realizados en Arabidospsis thaliana y Nicotiana tabacum en los
que se ha reportado la variacion de estos compuestos cuando las plantas son expuestas a diferentes niveles de
nitrato y amonio en condiciones de luz y obscuridad. Los estudios sefialan que el glutamato no responde de
manera significativa a los niveles de nitrégeno suministrado y no hay correlacion con el fotoperiodo, por lo que
el glutamato permanece relativamente estable (Matt et al., 2001; Masclaux-Daubresse et al., 2002; Nunes-Nesi
et al., 2010; Foyer et al., 2011). Sin embargo, autores como Stitt et al. (2002), Foyer et al. (2003) y Forde et al.
(2007) sugieren que la concentracion constante del glutamato podria deberse a la accion de las enzimas
glutamato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa que intervienen en el mantenimiento de su concentracion
intracelular. En cambio el aspartato incrementa su concentracion cuando el nitrato y amonio se suministran en
altas concentraciones; también responde con un incremento progresivo durante la primera fase del periodo
diurno, alcanzando su mé&ximo contenido a la mitad del periodo nocturno (Geiger et al., 1999; Scheible et al.,
2000; Fritz et al., 2006). Estos datos parecen sugerir que el escaso cambio en la concentracion de glutamato,

obedece al constante movimiento del nitrégeno hacia la biosintesis de otros aminoacidos, especialmente de



aspartato (de la Torre et al., 2014), por lo tanto podria ser el principal donador de nitrégeno para la biosintesis de
tirosina y fenilalanina en plantas no sometidas al estrés.

El incremento de aspartato sugiere que podria estar implicado en un mecanismo de destoxicacion del
exceso de nitrdgeno intracelular, como el sefialado para la asparagina que se ha propuesto como una molécula
tanto de transporte como de almacenamiento de nitrogeno para evitar la toxicidad (Lam et al., 1996; Yang et al.,
2011). Sin embargo, los niveles de nitrogeno considerados como “exceso” pueden variar entre las diferentes
especies e incluso, como es ampliamente conocido en las diferentes etapas fenoldgicas, debido a que la demanda
de nitrégeno es mayor en las etapas de crecimiento en comparacion con las etapas reproductivas de las especies.

Para comprender el papel del nitrdgeno en la biogénesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos, es
necesario conocer el efecto del suministro de este elemento en el contenido de glutamato y aspartato, asi como
su relacién con la ruta del acido shikimico. Esta Ultima origina los aminoacidos aromaticos precursores de los

alcaloides bencilisoquinolinicos.

15 Incorporacién del nitrégeno hacia a la biosintesis de aminoacidos aromaticos tirosina y
fenilalanina

La biogénesis de los aminoacidos fenilalanina y tirosina se lleva a cabo a partir de precursores alifaticos por la
via del &cido shikimico. La biosintesis de su principal precursor el &cido shikimico, se inicia con la condensacion
de fosfoenol piruvato (PEP) y 4-eritrosa fosfato (E4P) y es modificado en siete pasos posteriores en los que se
involucran reacciones de descarboxilacion, reduccion, oxidacién y fosforilacion que llevan a la formacién del
corismato. Este compuesto es el punto de partida para la biosintesis del triptéfano, fenilalanina y tirosina
(Srinivasan et al., 1956; Herrmann, 1996,1999) (Figura 2).

La via poscorismato se podria considerar clave en la regulacion de los recursos asignados a la biosintesis
de los aminoacidos aromaticos en todos los organismos (Figura 2). Debido a que es un paso obligado hacia la
formacion de fenilalanina y tirosina en bacterias, hongos y plantas, y se origina de la transformacion del
corismato a prefenato por medio de la enzima corismato mutasa (CM, EC 5.4.99.5) (Gilchrist et al., 1972; Tohge
et al., 2013). Esta enzima ha sido detectada en especies como A. thaliana, N. sylvestris y Papaver somniferum
(Benesova y Bode, 1992; D’Amato et al., 1992; Eberhard et al., 1996). Tiene una funcién regulatoria en la
biosintesis de ambos amino&cidos y se ha confirmado por estudios moleculares su presencia en plantas por la
deteccion de tres isoenzimas (CM1, CM2 Y CM3) en A. thaliana, cuyo ADNc complementa las secuencias
encontradas en E. coli y levaduras (Eberhard et al., 1996; Mobley et al., 1999) indicando que esta via es
funcional en plantas. Las tres isoenzimas son reguladas por un mecanismo de inhibicion alostérica feedback; la
CM1 y CM3 son inhibidas por la tirosina y fenilalanina, en tanto que el triptéfano incrementa su actividad, y la
CM2 es insensible a los tres amino&cidos (Gilchrist et al., 1972; Voll et al., 2004; Hu et al., 2009).
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Figura 2. Incorporacion del nitrogeno a la biosintesis de aminoacidos aromaticos. Nitrato reductasa (NR),
Nitrito reductasa (NiR), glutamina sintetasa (GS), GS-glutamato sintasa: 2-oxoglutarato aminotransferasa
(GOGAT), aspartato aminotransferasa (AspAT), corismato mutasa (CM), fenilpiruvato aminotransferasa
(PPY), prefenato aminotransferasa (PPA-AT), arogenato deshidratasa (ADT), arogenato deshidrogenasa
(ADH), eritrosa-4-fosfato (E4P), fosfoenolpiruvato (PEP), glutamato (Glu), aspartato (Asp). Wickert et al.,
2007; Graindorge et al. 2010; Maeda y Dudareva, 2012

Con los avances en la investigacion en los Gltimos afios se complet6 esta ruta con la caracterizacion
molecular de la enzima prefenato aminotransferasa (PPA-AT, EC 2.6.1.79) y se ha demostrado que participa en
la conversion de prefenato a arogenato, que es la via funcional y mas activa en plantas. Su funcién es incorporar
el nitrdgeno proveniente del glutamato o aspartato para biosintetizar arogenato en una reaccion reversible
utilizando al prefenato como aceptor del grupo amino y a-cetoglutarato como cosustrato. No obstante, esta
enzima también tiene la capacidad de utilizar al o-cetoglutarato como sustrato potencial, sin embargo se
desconoce el papel fisiologico de esta funcion (Siehl et al., 1986; Maeda et al., 2010a, 2010b; Maeda y
Dudareva, 2012). En el ultimo paso de la ruta poscorismato, el arogenato es reducido a través de la arogenato
deshidrogenasa (ADH, EC 1.3.1.12) para formar tirosina (Rippert y Mantringe, 2002), o deshidratado por medio
de la arogenato deshidratasa (ADT, EC 4.2.1.91) que origina a la fenilalanina (Yamada et al., 2008) (Figura 3).
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Figura 3. Biosintesis de tirosina en plantas. Adaptado de Scheck et al., 2015. Corismato mutasa (CM), prefenato
aminotransferasa (PPA-AT), prefenato dedeshidrogenasa (PDH), arogenato deshidrogenasa (ADH), tirosina
aminotransferasa (TyrAT).

La importancia de la prefenato aminotransferasa radica en vincular el metabolismo del nitrégeno con el
metabolismo de los aminoacidos aromaticos (de la Torre et al., 2014).

Por ello esta enzima puede considerarse como clave para regular la asignacién del nitrégeno del
metabolismo en la biosintesis de los metabolitos secundarios derivados de la fenilalanina y tirosina, asi como
para conocer el flujo de nitrégeno por esta via y por ende el costo de su biosintesis. Sin embargo, la evaluacién
de esta enzima con un enfoque de regulacién del metabolismo secundario a partir del suministro de nitrégeno no
ha sido motivo de atencion y el estudio de su actividad esta reducido a unas cuantas especies como Nicotiana
silvestris (Bonner y Jensen, 1985), Sorghum bicolor (Sielh et al., 1986) en forma de extracto enzimatico,
mientras que en Anchusa officinalis (De-Eknamkul y Ellis, 1988), Panicum miliaceum (Taniguchi et al., 1995),
Pinus pinaster (de la Torre et al., 2007), Arabidopsis thaliana (Maeda et al., 2010a) y Petunia hybrida (Maeda

et al., 2010a) con la enzima purificada, no obstante estas especies han sido evaluadas bajo diferentes condiciones
(Cuadrol).
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Cuadro 1. Estudios de loas parametros cinéticos de la enzima prefenato aminotranstransferasa

Vmax

kcat (S1)

kcat/Km

Cosustratos

Referencias Condiciones

Especie Sustrato Km (uM) ;nmol sim 2 ;mM'ls'li

- - - 2.22* 2 mM de glutamato
Prefenato (1 mM)
- - - 4.37* 20 mM de glutamato
Nicotiana - - - 1.78* 2 mM de glutamato Bomnery 37 ug de extracto enzimatico
. Prefenato (2 mM) Jensen o
sylvestris . . R 3.86* 20 mM de glutamato (1985) Epps (50 mM, pH 8.6) a 70 °C
- - - 0.86* 2 mM de glutamato
Prefenato (20 mM)
- - - 3.05* 20 mM de glutamato
(0-3.75 mM)
Glutamato 3328 + 237 85.1+23 45+0.1 14+0.1
P. hybrida
Aspartato 3238 + 143 815+42 43+0.2 13%£01
3 mM de prefenato
) Glutamato 2695 + 198 90.7 £8.9 4705 1.7+£0.1
A. thaliana 0.08 pug PhPPA-AT y 0.1 ug
Aspartato 2840 + 188 70.1+£9.9 3.6+05 13%£01 Maeda de AtPPA-AT. NaHzPOx (50
317+19 1156 +3.8 6.1+0.2 195+17 20 mM de aspartato etal. 2010. ~ mM pH 8) 23070 g'V' dePLPa
P. hybrida °
d 478 £ 81 253.7+41.4 134+£22 282+12 20 mM de glutamato
Prefenato
355+21 88.6+£7.5 46+04 131+1.8 20 mM de aspartato
A. thaliana
684 + 36 173.4+17.3 9+0.9 13+0.8 20 mM de glutamato
13 - 95 7.3 20 mM de glutamato
A. thaliana
14 - 28 2 10 mM de aspartato
Prefenato (0-500 pM)
17 - 100 5.88 20 mM de glutamato Graindorge et 5nM de At2g22250
13 _ 31 23 10 mM de aspartato al. 2010 HEPES (50 mM, pH 8) az4°C
N. sylvestris
glutamato (0-20 mM) 1.3mM - 101 ND
200 pM de prefenato
aspartato (0-40 mM) 25mM - 27 ND
L. esculentum 0.8+0.01 - 11.35+0.53 141.9 20 mM de aspartato Dal Cin Ensayo acoplado a GDH,
(SGN-Us67172) " refenato (0-0.8 mM) etal. 2011 buffer PBS (pH 7.5) a 24 °C
0.1+0.03 - 1147 +£1.73 114.7 20 mM de glutamato

*nM min-1
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Los estudios realizados con la prefenato aminotransferasa indican que su actividad es variable de
acuerdo a la especie y también puede alterarse con diferentes condiciones de temperatura y pH. Ademas los
pardmetros cinéticos de esta enzima son modificados principalmente por el tipo y concentracion de
aminodonadores, asi como la cantidad de esqueletos carbonados disponibles que son suministrados a través del
prefenato. También se ha demostrado que bajo las mismas condiciones la prefenato aminotransferasa de A.
thaliana y P. hybrida es capaz de utilizar el glutamato y el aspartato de manera similar, no obstante cuando los
aminodacido se suministran en concentraciones de saturacién A. thaliana y P. hybrida tienen mayor preferencia
hacia al aspartato; P. hybrida es més eficiente utilizando glutamato mientras que A. thaliana utiliza ambos con la
misma eficiencia, es decir, que la prefenato aminotransferasa puede realizar la funcién de glutamato/aspartato-
prefenato aminotranferasa (PAT; EC 2.6.1.78, EC 2.6.1.79)(Graindorge et al., 2010; Maeda et al., 2011; de la
Torre et al., 2014). De manera similar en Lycopersicum esculentum la enzima tiene mayor afinidad por el
glutamato y mejor eficiencia con el aspartato en condiciones deficientes de esqueletos carbonados y saturacion
de aminodonadores. Las diferencias en la afinidad por el sustrato utilizando aspartato o glutamato también
fueron observados en A. officinalis en comparacidén con Sorghum bicolor, debido a que en A. officinalis utiliza
preferentemente aspartato (K, 0.08 mM) como aminodonador, en tanto que S. bicolor tiene mayor afinidad por
el glutamato (Kn 1.7 mM) (Siehl et al., 1986; De-Eknamkul y Ellis, 1988). En N. silvestris se demostré que
cuando existe escasa disponibilidad de esqueletos carbonados la eficiencia de la enzima es mayor, mientras que
en condiciones contrarias la enzima es inhibida. Bajo esta perspectiva de la Torre et al. (2014) sugiere que de
acuerdo a los parametros cinéticos de la enzima bajo condiciones de alta concentracion de glutamato la enzima
puede saturarse contribuyendo a la biosintesis de aspartato, sin embargo, cuando la concentracion de glutamato
es baja privilegia la biosintesis de aminoécidos esenciales.

La funcidn de la prefenato aminotransferasa toma sentido cuando se revisan las condiciones fisioldgicas
reportadas de plantas con disponibilidad de nitrégeno. En el estudio realizado por Geiger et al. (1999) en hojas
de Nicotiana tabacum L. cv. Samsun para determinar el efecto del nitrato (1, 3 y 10 mM de NH4NOs) y amonio
(2, 6 y 20 mM de KNOs3) con suministro de CO; en la acumulacion de carbohidratos y metabolitos nitrogenados,
reportaron que el glutamato increment6 de dos a tres veces su contenido (2.5-10 pmol g* FW y 2-5 umol g
FW ) cuando se suministré nitrogeno de un nivel bajo a intermedio (1-3 mM de NH4sNO3 y 2-6 mM KNOs,
respectivamente), mientras que el contenido de aspartato se incrementé considerablemente (0.5-2 umol g FW y
0.2-2 umol g FW) con el suministro de altas concentraciones de nitrégeno (10 mM de NHsNO3z y 20 mM de
KNOs, respectivamente). En otro estudio Matt et al. (2001) evaluaron el suministro de 2 mM KNOs en la
acumulacion de metabolitos nitrogenados y carbohidratos durante el periodo diurno y nocturno en hojas de N.
tabacum cv. Gatersleben. Los resultados indicaron que el glutamato no presenté cambios durante los periodos
evaluados (4-5 umol g* FW) y el aspartato no fue determinado en este estudio. Fritz et al. (2006) estudi6 plantas

silvestres de N. tabacum y transgénicas Nia30(145) deficientes de la enzima nitrato reductasa, evaluaron el

13



efecto del suministro de nitrato (0.2 y 12 mM de nitrato) durante el periodo diurno y nocturno. En estas
condiciones los niveles de glutamato se mantuvieron constantes en plantas silvestres (2-3 pmol g* FW?) y
Nia30(145) (1-2 umol g* FW) indicando que posiblemente no responde a la acumulacién de nitrato intracelular.
Mientras que los niveles de aspartato se incrementaron gradualmente (1-5 umol g* FW) en plantas silvestres
debido probablemente al nitrato asimilado a través de la nitrato reductasa y el ciclo GS/GOGAT, a diferencia del
genotipo Nia30(145) en el cual la acumulacién de nitrato se mantuvo en concentraciones estables (<1 pmol g*
FW). Guo et al. (2012) evaluaron la respuesta fisiolégica del metabolismo de carbono y nitrégeno en
Catharantus roseus con diferentes tipos de suministro de 6 mM de nitrogeno (NO3:NH4*, N1 1:0, N2 1:1, N3
0:3) durante 21 dias. En los resultados de este estudio el glutamato respondié a las altas concentraciones de
amonio durante los primeros 7 dias en el tratamiento N3 (3.4 umol g* PS) que posteriormente disminuyo
considerablemente a los 21 dias (1.5 pmol g PS), mientras que el aspartato respondié al suministro de ambas
formas de nitrégeno en el tratamiento N2 principalmente en los primeros 7 dias (6 pmol g PS) disminuyendo a
los 21 dias con el mismo tratamiento (3 pmol g PS). Estos autores sugieren que el tratamiento con ambas
formas de nitrégeno (nitrato y amonio) tiene un efecto sinérgico en la acumulacion de metabolitos nitrogenados,
debido a que podrian promover el incremento interno de amonio y estimular la biosintesis de carbohidratos y
energia requeridos para la asimilacion del exceso de amonio.

Con el analisis anterior, estd por demas mencionar que el nitrdgeno afecta la biosintesis de los
precursores de los alcaloides bencilisoquinolinicos a través de esta via de la cual la enzima prefenato
aminotransferasa juega un papel preponderante. Sin embargo, existe ain una brecha de conocimiento sobre el
impacto del nitrogeno en la tirosina y con ello en la biosintesis de alcaloides derivados de este aminoacido, como

es el caso de los alcaloides bencilisoquinolinicos.

1.6 Los alcaloides bencilisoquinolinicos y su origen biosintético

Los alcaloides se definen de una manera sencilla y comin como moléculas alcalinas de bajo peso molecular que
son producto de la descarboxilaciéon de los aminoécidos y se caracterizan por la presencia de uno o mas atomos
de nitrégeno en forma de amina dentro de una estructura heterociclica, con algunas excepciones con aminas
fuera del anillo heterociclico, sin embargo, la definicién de estos compuestos no es completamente estricta
debido a que existen aminas complejas 0 compuestos que carecen de una 0 mas propiedades de un alcaloide y
tienen un origen biosintético o actividades bioldgicas similares (Evans et al., 2009). Se calcula que existen
alrededor de 12,000 alcaloides distribuidos en plantas, animales, hongos y bacterias (Facchini, 2001).

Los alcaloides de origen aromatico (provienen del triptéfano, fenilalanina y tirosina) son considerados
como el grupos méas grande y diverso entre los distintos grupos de alcaloides (Evans et al., 2009). Entre ellos

destacan los alcaloides bencilisoquinolinicos, compuestos que ha sido motivo de atencién por su actividad
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bioldgica, su origen evolutivo, propiedades farmacoldgicas, el uso etnobotanico, asi como el impacto social,
politico y econémico de su uso (Hagel y Facchini, 2013).

Los alcaloides bencilisoquinolinicos tienen un origen biosintético comun debido a que se forman a través
de una misma ruta, esta caracteristica los hace interesantes para ser utilizados como modelo de estudio. Se
derivan de dos moléculas de tirosina que son transformadas a través de una serie de reacciones de
decarboxilacion, ortho-hidroxilaciones y desaminaciones para dar origen a la dopamina y 4-
hidroxifenilacetaldehido (4-HPPA) (Beaudoin y Facchini, 2014), moléculas que constituyen la estructura
principal de este grupo de alcaloides, la dopamina se incorpora como la parte tetrahidroisoquinolina en tanto que
el 4-HPPA forma el anillo bencil; ambos compuestos son condensados para formar el esqueleto caracteristico 1-
bencilisoquinolina de la (S)-norcoclaurina que es el primer alcaloide biosintetizado por esta ruta y también el
precursor de la variedad de estructuras de este grupo de alcaloides (Stadler et al., 1989; Hagel y Faccini, 2013).

Las reacciones de conversion de la tirosina a dopamina son catalizadas por las enzimas tirosina dopa-
descarboxilasa (TYDC; EC 4.1.1.25), monofenol monooxigenasa (también llamada tirosinasa o fenolasa) (MFO;
EC 1.4.18.1) y la formacion del 4-HPAA a partir de la tirosina es catalizada por la tirosina aminotransferasa
(TyrAT; EC 2.6.1.5) y 4-hidroxifenil piruvato descarboxilasa (4HPPDC; EC 4.1.1.80) (Beaudoin y Facchini,
2014). El alcaloide precursor de los bencilisoquinolinicos se forma a través de la reaccion de condensacion tipo
Picted-Spengler catalizada por la norcoclaurina sintasa (NCS; EC 4.2.1.78) con la cual se forma el esqueleto 1-
bencilisoquinolina (Samanani et al., 2004; Luk et al., 2007; llari et al., 2009) (Figura 4). Posteriormente el
alcaloide norcoclaurina es transformado por una 3"-hidroxilacion, asi como una serie de O- y N-metilaciones con
lo que se forma el alcaloide (S)-reticulina, que es el alcaloide base para la diversificacion estructural de los

alcaloides bencilisoquinolinicos (Hagel y Facchini, 2013).
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Figura 4. Primeras reacciones de la ruta biosintética de los alcaloides bencilisoquinolinicos. Adaptado de Lee y
Facchini, 2011. Tirosina dopa desacarboxilasa (TYDC), monofenol monooxigenasa (MFO), norcoclaurina
sintasa (NCS), 4-hidroxifenil piruvato (4-HPP), 4-Hidroxifenil acetaldehido (4-HPPA). Las enzimas implicadas
en la 3-hidroxilacion de la tirosina (1), transaminacién de la tirosina (2) y la descarboxilacion de 4-HPP (3) aln
no han sido identificadas.

1.7 Norcoclaurina sintasa

La (S)-Norcoclaurina sintasa (NCS; EC 4.2.1.78) es una enzima que condensa a la dopamina y 4-HPAA
derivados de la tirosina para formar (S)-norcoclaurina por medio de una reaccién asimétrica Pictet-Spengler (Luk
et al., 2007; llari et al., 2009; Bonamore et al., 2010), precursor central de los alcaloides bencilisoquinolinicos
(Stadler et al., 1989).

Esta enzima también tiene la habilidad de utilizar a la dopamina y 3,4-HPAA como sustrato para
producir el alcaloide (S)-norlaudanosolina que era considerado como el principal precursor de los alcaloides
bencilisoquinolinicos (Battersby y Bink, 1960; Rueffer et al., 1981). Esta propiedad de la NCS generd una
controversia sobre la ruta de biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos. Esta controversia fue resuelta en
un principio por los estudios de Stadler et al. (1989) realizados en Papaver somniferum en el que se estableci6 al
alcaloide (S)-norcoclaurina como el precursor universal de este grupo de alcaloides y posteriormente fue
confirmado con la purificacion y caracterizacién de la NCS en hojas de Thalictrum flavum ssp. Glaucum por
Samanani y Facchini (2002).

La enzima NCS ha sido caracterizada en raices, tallos y hojas de T. flavum, P. somniferum y E
califérnica . Los parametros cinéticos indican que su actividad 6ptima estad a un pH entre 6.5-7.0 y en un rango
de 37-55 °C, aunque también se ha reportado su maxima actividad hasta los 25 °C. Una caracteristica interesante
es que la enzima no pierde su actividad si es almacenada a -80 °C y en condiciones de almacenamiento a 4°C
durante 7 dias pierde el 75 % de su capacidad catalitica (Samanani y Facchini, 2001; Samanani et al., 2004).

La NCS tiene una cinética de saturacion sigmoidal variando la concentracion de dopamina de 55 a 280
MM y con niveles de saturacion de 2 mM de 4-HPAA, lo que indica la cooperacion positiva de la unién de
dopamina con la NCS. En tanto que variando la concentracion de 4-HPAA de 0.2 a 1.3 mM con niveles de
saturacion de dopamina (280 uM), produce una cinética de saturacion hiperbdlica lo cual indica la carencia de
cooperacion de la unién de 4-HPAA con la NCS (Samanani y Facchini, 2002; Samanani et al., 2004; llari et al.,
2009). Estos estudios demuestran que la norcoclaurina sintasa tiene afinidad a ambos sustratos aunque preferente

hacia la dopamina y solamente se encuentra activa cuando ambos sustratos estan presentes.
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18 Monofenol oxigenasa (tirosinasa o fenolasa)

La enzima monofenol monoxigenasa (EC 1.4.18.1) también llamada tirosinasa, fenolasa o polifenoloxidasa,
forma parte de un diversa familia de proteinas distribuidas filogenéticamente entre los organismos (bacterias,
hongos, artropodos, animales y plantas) con caracteristicas y funciones similares (Mayer, 2006). En mamiferos
se le atribuye la funcion de melanizacion de los ojos, el oido interno y de la piel (Fenoll et al., 2004). En las
plantas se encuentra presente en la mayoria de los érganos (Mayer, 2006) por lo que se considera una enzima
ubicua y es responsable del pardeamiento enziméatico (Vamos-Vigyazo, 1995; Walker, 1995; Whitaker y Lee,
1995). La MFO relacionada con la transformacion de la tirosina se localiza particularmente en los cloroplastos
(Araji et al., 2014). Existe una variedad de isoformas de esta enzima y varian con respecto a su secuencia génica,
tamafio, glicosilacion y en la activacion (Jaenicke y Decker, 2003), no obstante, la homologia de esta enzima en
los organismo es alta (Wichers et al., 2003).

Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y pertenece al grupo de enzimas que contienen
cobre en su estructura y que exhibe actividad catalitica como monooxigenasa y O-difenol oxidasa (Daguinag et
al., 1995; Steiner et al., 1999). Su doble nucleo de cobre le permite la oxidacién de compuestos mono- y di-
fenolicos a través de la insercidn del oxigeno en una posicion ortho- para dar lugar a la formacion de un grupo
hidroxil en el anillo aromatico, de esta manera la tirosinasa transforma al aminoacido p-monofendlico (L-
tirosina) a un aminoacido o-difenolico produciendo una o-dopaquinona (L-DOPA), que posteriormente es
convertida en dopamina; la caracteristica de esta reaccién es el obscurecimiento de la solucion en tonalidades
café (Espin y Wichers, 2001; Mayer 2006).

Se ha demostrado en estudios realizados en plantas, hongos y animales que la monofenol oxigenasa se
encuentra preferentemente en un estado latente y es posible activarla con detergentes (SDS, dodecilsulfato de
sodio), shock &cido (&cido clorhidrico 1N), agentes desnaturalizantes (etanol) o por protedlisis empleando
enzimas como la tripsina. No obstante, se ha demostrado que el SDS es un agente mas efectivo en la activacion
de este enzima comparado con la tripsina (Tolbert, 1973; Golbeck y Cammarata, 1981; Moore y Flurkey, 1990;
Spin y Wichers, 1999; Mayer, 2006)

En estudios previos en Spinacea oleracea L., Vicia faba L. y Agaricus bisporus (Lange) Sing., se reportd
que la monofenol monooxigenasa (MFO; EC 1.14.18.1) puede variar su actividad maxima de acuerdo al tejido,
sustrato, activador y temperatura (Tolbert, 1973; Spin y Witchers, 1999; Mayer, 2006). Generalmente la enzima
es activa en un rango de pH entre 5.0-8.5, sin embargo en presencia de tripsina tiene una actividad maxima en un
rango de pH de 7.0-7.5 (Tolbert, 1973, Rueffer y Zenk, 1987; Steiner et al., 1999), mientras que con SDS su
actividad optima se registré con pH de 6.0 con 4 mM de SDS (Spin y Witchers, 1999), que coincide con lo
reportado por Loeffler y Zenk (1990). No obstante, Moore y Furkey (1990) reportaron un incremento rapido en
su actividad a pH de 6.5. Los valores cinéticos de la MFO (0.5 pg mL?) para la conversién de tiramina a

dopamina (actividad monofenolasa) activada por protedlisis fueron una Vma= 5 mM min! y Km= 7 mM,
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mientras que la enzima activada con SDS registré valores de Vma= 0.8 mM min! y Km=5 mM (Spin y
Witchers, 1999). La MFO obtenida a partir de cloroplastos de S. oleracea demostr6 que su actividad fue estable
en condiciones de almacenamiento por un semana a 4 °C e indefinidamente cuando se congela (Tolbert, 1973,;
Golbeck y Cammarata, 1981).

Se considera que la monofenol oxigenasa participa en funciones de defensa en las plantas, ya que
interviene en la hidroxilacion de metabolitos secundarios durante su biosintesis y puede ser estimulada por
sefiales implicadas en la respuesta hipersensible como el metil-jasmonato y sistemina (Constabel y Barbehenn,
2008). Las evidencias de su participacion en los mecanismos de defensa contra herbivoros y patdgenos han sido
aportadas por los estudios realizados en los géneros Populus (Constabel et al., 2000; Haruta et al., 2001),
Lycopersicon (Felton et al., 1989; Constabel et al., 1995; Thipyapong et al. 1995; Ryan et al., 2000; Li y
Steffens, 2002), Solanum (Kowalski et al., 1992), Nicotiana (Constabel y Ryan 1998; Ren y Lu, 2006) por
mencionar solo algunos. También se ha documentado que esta involucrada en la resistencia al estrés abiotico y
en el estrés oxidativo en plantas (Sakihama et al., 2002; Vranova et al., 2002; Thipyapong et al., 2004; Ali et al.,
2006), por lo que es posible gue esta enzima tenga un papel importante en la biosintesis de metabolitos
secundarios, sin embargo, poco se ha hecho para comprender su funcién en la biosintesis de estos compuestos,
Unicamente se han realizado estudios para comprender su papel en la biosintesis de flavonoides (Pourcel et al.,
2007), betalainas (Steiner et al., 1999), fenilpropanoides (Ali et al., 206) y alcaloides bencilisoquinolinicos
(Rueffer y Zenk, 1987).

Esta enzima se encuentraimplicada en la transformacion de la tirosina al inicio de la biosintesis de los
alcaloides bencilisoquinolinicos. Rueffer y Zenk (1987) reportaron que la polifenoloxidasa (tirosinasa o
monofenol monoxigenasa) es responsable de la hidroxilacion en posicion meta del anillo aromatico en la
dopamina y que forma parte de la porcion superior del ndcleo isoquinolico que constituyen a los alcaloides
bencilisoquinilinicos. Sin embargo, Beaudoin y Facchini (2014) sugieren que la enzima responsable de la meta-
hidroxilacion de la L-tirosina o tiramina no ha sido caracterizada. No obstante, la monofenol monoxigenasa
(MFO; EC 1.14.18.1) ha sido utilizada para la produccién de alcaloides bencilisoquinolinicos de manera exitosa
en bacterias (Nakagawa et al., 2011; Minami, 2013; Sato y Kumagai, 2013), aunque quedan dudas acerca de la
identidad de la enzima, debido a que las monoxigenasas pueden aceptar un amplio rango de sustratos y carecen
de especificidad (Constabel y Barbehenn, 2008).

1.9 Efecto del nitrdgeno en los alcaloides bencilisoquinolinicos

El nitrégeno en los alcaloides es esencial, debido a que le confiere la naturaleza basica y la caracteristica
estructural propia de estos compuestos. Sin embargo, los estudios de la influencia del nitrogeno sobre los

alcaloides en plantas son escasos y han sido motivados principalmente por el uso del nitrégeno como fertilizante
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para incrementar la produccién de estos compuestos, ya sea por su importancia comercial o farmacolégica. La
mayor parte de las evaluaciones del efecto del nitrégeno se han llevado a cabo en un grupo reducido de plantas
con importancia comercial como Capsicum frutescens (Lindsey, 1985), C. annum (Johnson y Decoteau, 1996) y
C. chinense (Medina-Lara et al., 2008) que biosintetizan los alcaloides capsaicina y dihidrocapsaicina, también
en N. tabacum (Sims et al., 1975; Farrokh et al., 2012) productora del alcaloide nicotina. Asi mismo el efecto del
nitrogeno ha sido evaluado en especies que biosintetizan alcaloides con interés farmacol6gico como Datura
stramonium (Demeyer y Dejaegere, 1992; Sikuli y Demeyer, 1997) y Atropa belladona (Baricevic et al., 1999;
Bensadek et al., 2001) gue producen los alcaloides hiosciamina, escopolamina y atropina, en Catharantus roseus
gue biosintetiza los alcaloides vincristina y vinblastina (Sreevalli et al., 2004; Misra y Gupta, 2006; Abdolzadeh
et al., 2006; Gholamhosseinpour et al., 2011; Zhonghua et al., 2011; Guo et al., 2012) y en P. somniferum
(Costes et al., 1976; Khlaptsev, 1978; Yadav et al., 1984; Laughlin 1982, 1987; Losak y Ritcher, 2004; Losak et
al., 2009) que es el principal recurso para la obtencién de morfina.

Como se sabe, la tirosina es uno de los principales precursores de alcaloides de tipo isoquinolinico
(tetrahidroisoquinolinicos, bencilisoquinolinicos, aporfinicos, morfinanos, etc.). La ruta biosintética de los
alcaloides bencilisoquinolinicos es atractiva para el estudio del nitrégeno, debido a que forma una via reducida
con un solo alcaloide precursor , por lo que es posible evaluar el impacto del nitrogeno sobre una amplia
variedad de alcaloides de este grupo. Uno de los modelos mas utilizados para estudiar el efecto del nitrégeno
sobre los alcaloides bencilisoquinilinicos ha sido la morfina, debido a su utilidad farmacol6gica como potente
analgésico. Los estudios del nitrégeno sobre los alcaloides bencilisoquinolinicos son escasos y se han realizado
casi exclusivamente en P. somniferum, que es por excelencia la especie en la que se obtiene la morfina. Costes
et al. (1976) evaluaron el efecto del suministro de 2 mM de nitrato, amonio, nitrato de amonio y urea en el
contenido relativo de morfina en plantas en etapa de floracion de P. somniferum, asi mismo compararon el efecto
del calcio, fésforo, cloro y magnesio en la produccion de este alcaloide. Los resultados indicaron que el
nitrogeno fué el principal elemento que incrementd la produccion de morfina, aunque la forma en la que el
nitrégeno se suministra influyé en su rendimiento, siendo el nitrato el i6n méas efectivo para incrementar el
contenido de morfina, en tanto que con el amonio se inhibe la produccién de morfina. Los autores sugieren un
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa por el amonio y la inhibicion de los sistemas enzimaticos
implicados en la biosintesis de la morfina.

Yadav et al. (1984) estudiaron el efecto de la aplicacion de nitrégeno (50, 100, 150 y 200 kg ha?) en la
produccion de biomasa y morfina de P. somniferum, encontrando que todas las concentraciones de nitrégeno
evaluadas incrementaron el contenido de morfina con respecto al control. La maxima concentracion de morfina
fue obtenida con el suministro de 100 kg ha, sin embargo, la concentracion de morfina disminuy6 cuando se

excedio esa dosis.
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En una serie de experimentos Laughlin (1982) evaluo el efecto del tiempo de aplicacion y diferentes
tipos de suministro de nitrogeno en el contenido de morfina en P. somniferum. En el primer ensayo suministro
sulfato de amonio (50, 100, 150 y 200 kg ha) y obtuvo el mejor resultado con 100 kg ha* con un incremento de
10-20 % del contenido de morfina, comparado con las cantidades de nitrogeno aplicadas comercialmente (20 kg
ha). En el segundo ensayo aplicé por separado nitrato de amonio, sulfato de amonio, nitrato de potasio, nitrato
de calcio y urea a diferentes concentraciones (0, 40 y 80 kg ha). En este ensayo observé que la forma y
concentracién de nitrogeno aplicado tuvieron un efecto similar en el contenido de morfina, sin embargo la
maxima concentracion fue obtenida con altas tasas de irrigacién. También en 1987 Laughlin evalud el efecto del
nitrato de amonio (0, 40 y 80 kg ha*) con diferentes densidades de plantas de P. somniferum (25, 50, 100 y 200
plantas/m?). Los resultados indicaron que el nitrogeno incrementé el contenido de morfina (7 %) y la tendencia
de incremento disminuy6 cuando la poblacion de plantulas fue mayor.

Losak y Ritchter (2004) suministraron nitrato de amonio (0.6 y 0.9 g de N) a plantas de P. somniferum,
en las cuales se incrementd el contenido de morfina con el suministro de nitrégeno particularmente con 0.9 g
(aprox. 60 kg ha'l), demostrando una alta correlacion (r>=0.85) entre la concentracion de nitrégeno aplicada con
el contenido de morfina.

En otro estudio, Losak et al. (2009) evaluaron el efecto combinado del suministro de nitrato de amonio
(0.9y 1.5 g de N) y potasio en forma de cloruro de potasio y sulfato de potasio (0.845 y 1.69 g) en plantas de P.
somniferum var. Buddha. Los resultados indicaron que el potasio en ambas formas no interviene en la
acumulacion de morfina, mientras que con la aplicacion de 0.9 g de nitrégeno en forma de NH4NOs el contenido
de morfina se increment6 2.11-2.21 % y con el suministro de 1.5 g de NH4NO; (que equivale a 100 kg ha)
obtuvieron aumentos de 2.04-2.4 % de morfina, por lo que consideraron que el nitrégeno es el elemento que
afecta la concentracion de morfina. De acuerdo a los resultados de los estudios descritos, el nitrdgeno tiene un
papel importante en el incremento en el contenido de morfina en P. somniferum, con efectos positivos en
concentraciones <100 kg ha® (equivalente a 1.5 g) y negativos cuando se supera esta concentracion. Sin
embargo, ninguno de los estudios anteriormente citados explica la manera en que este elemento influye sobre los

alcaloides (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto del nitrégeno en alcaloides derivados de la tirosina y fenilalanina.

Alcaloides bencilisoquinolinicos

Efecto en el
Alcaloide Especie Suministro de N contenido de Referencia
alcaloides
(2mwm) 1 ND.
Morfina Papaver somniferum Costes et al.(1976)
NOs l
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Alcaloides Totales

Morfina

Morfina

Morfina

Morfina

Morfina

Chelindolina

Papaver somniferum

Papaver somniferum

Papaver somniferum

Papaver somniferum

Papaver somniferum

Papaver somniferum

Chelidonium majus

NH4
NH4NOs
Urea
1X NH4NO3
2X NHsNO3
3X NHsNO3
4X NHsNOs
(NH4NOs kg hat)
50
100
150
200
(NH4)2S04 kg ha'l)
50
100
150
200
(NHsNO3 kg ha?)
0
40
80
(NHsNO3 kg ha?)
40
60
(NH4NOs kg ha't)
60
100
(Nitrégeno mg L)

200 1.5:1, NH4/ NOs

240 %

ND.

10-20 %

7%

0.85-
1.01 %

221 %

2.40 %

1.40 %

Khlaptsev (1978)

Yadav et al. (1983)

Laughlin (1982)

Laughlin (1987)

Losak y Ritchter (2004)

Losak et al. (2009)

Manukyan (2005)
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168 NOs3
154 NO3

140 3:1, NH4/ NOs

1.32%

Capsaicina

Capsaicina

Dihidrocapsaicina

Capsaicina

Alcaloides de tipo alquilamida

(mM NOz +74 kBq of L-
[U-%4C]Phe)

0
Capsicum frutescens 5
10
25

50

NaNOs; mM
1
75
Capsicum annum
15
225
30
NaNOs mM
1
7.5
Capsicum annum
15
225
30
Urea (mM)
0
Capsicum chinense

1

7.5

Lindsey (1985)

15 %

133 %

Johnson y Decoteau
(1996)

200 %

Medina-Lara et al. (2008)
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15 T 750 %
22 1

30 1

Alcaloides de Amarillydaceae (Benzapenina)

NOs/ NH4 (14:1)
Galantamina Narcissus pseudonarcissus Lubbe et al. (2011)
110 kg ha' N 1
16.6 %
220 kg ha'*N =
Alcaloides de tipo fenetilisoquinolina
0-60 MM N (NH,/NOs)
Colchicina Colchicum autumnale 1 Hayashi et al. (1988)
60 mM(20:40 mM NH,/NO5) 200 %

1 Mayor incremento de alcaloides

1 Incremento de la concentracion de alcaloides
| Disminucion de la concentracion de alcaloides
= La concentracién permanece sin cambios
ND. No disponible

Los anteriores estudios demuestran que el nitrogeno puede afectar el contenido de los alcaloides
bencilisoquinolinicos. También sefialan que existe un rango en el cual el nitrégeno puede incrementar o
disminuir los niveles de los alcaloides; por ejemplo, en P.somniferum los niveles de morfina se incrementaron
con el suministro de nitrégeno en concentraciones <100 kg ha™. Sin embargo, se desconoce si el incremento o
disminucién de los alcaloides se debe a que la disponibilidad de nitrégeno altera la actividad de las enzimas
involucradas en la biosintesis de los alcaloides derivados de estas rutas o si estos metabolitos secundarios se
acumulan solamente y se translocan de un 6rgano a otro. Por otra parte ninguno de los estudios realizados con
respecto a este elemento considera que el metabolismo del nitrégeno es dinamico durante el dia, en consecuencia
el impacto del nitrdgeno en los alcaloides también podria ser distinto. En este trabajo se aportan algunas
evidencias sobre estos fendmenos y se aportan evidencias mas claras sobre como el nitrégeno influye en el

contenido de los alcaloides bencilisoquinolinicos.
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1.10 Distribucion taxonémica y diversidad de alcaloides bencilisoquinolinicos

Los alcaloides bencilisoquinolinicos constituyen uno de los grupos mas amplio y diverso de alcaloides con
aproximadamente 2500 estructuras identificadas, las que a su vez podrian clasificarse en diferentes grupos
estructurales como protoberberinas, benzofenantridinas, ftalideisoquinolinas, aporfinas, pavinas, rhoeadinas,
protopinas y morfinanos (Hagel y Facchini, 2013). La presencia de este tipo de alcaloides obtenidos de
diferentes taxa, ha motivado el establecimiento de una probable relacién entre la distribucion de los ABI con las
familias de angiospermas que los contienen, sugiriendo que son abundantes en las familias Magnoliaceae,
Eumagnoliidae Ranunculaceae, Berberideaceae, Menispermaceae y Papaveraceae (Liscombe et al., 2005;
Beaudoin y Facchini, 2013) aunque también se han encontrado en familias mas distantes como Rutaceae,
Lauraceae, Cornaceae, Nelumbonaceae y en algunos casos en el orden Piperales (Liscombe et al., 2005). Se cree
gue los alcaloides bencilisoquinolinicos de las diferentes familias que los biosintetizan tuvieron un origen
monofilético a partir de angiospermas basales y de la evolucién de las proteinas alergénicas PR10 y Bet v1 de un
ancestro comun que originé a la enzima norcoclaurina sintasa; las evidencias son su similitud estructural con la
proteinas PR10 y Bet v1 y su utilidad como marcador bioquimico clave por su funcidn catalitica en la primera
reaccion biosintética del precursor central de los alcaloides bencilisoquinolinicos (Samanani et al., 2004). Esta
hipotesis responderia en parte el porqué los alcaloides bencilisoquinolinicos pueden encontrarse en un grupo
reducido de plantas y también porqué se encuentra en otras familias filogenéticamente mas lejanas.

Las monoxigenasas dependientes del citocromo P450 cumplen un papel importante en la biosintesis y
diversificacion de este grupo de alcaloides, ya que se encargan de modificar la estructura del esqueleto
carbonado de los alcaloides bencilisoquinolinicos mediante la metilacion, reduccion, oxidacion asi como en la
formacién de puentes metilendioxi, en algunos casos intervienen en la desalogenacion, desalquilacion,
desaminacién y epoxidacion de los alcaloides (Schuler, 1996; Chou y Kutchan, 1998; De Luca y Laflamme,
2001, Liscombe y Facchini, 2008). Sin embargo, estas enzimas no son exclusivas de la ruta biosintética de los
alcaloides bencilisoquinolinicos, ya que se han documentado monoxigenasas-P450 dependientes que participan
en la diversificacion de metabolitos secundarios entre ellos los flavonoides, cumarinas, furanocumarina,
terpenoides y glucdsidos cianogenicos, y también en la biosintesis de otro tipo de alcaloides como los indol
monoterpenicos, tropanicos y derivados de la nicotina (Schuler, 1996). Sin embargo, existen monooxigenasas-
P450 como la subfamilia CYP709 que son exclusivas de la ruta biosintética de los alcaloides
bencilisoquinolinicos (Takemura et al., 2010).

El alcaloide reticulina es el punto de diversificacion de la ruta biosintética de los alcaloides
bencilisoquinolinicos, para su formacién una serie de enzimas monoxigenasas dependientes del citocromo P450
(norcoclaurina 6-O-metiltransferasa (60MT), coclaurina N-metiltransferasa (CNMT), (S)-N-metilcoclaurina-3-
hidroxilasa (NMCH) y 3-hidroxi-N-metilcoclaurina-4"-O-metiltransferasa (4OMT)), son las encargadas de

modificar la estructura de su precursor norcoclaurina y posteriormente esta familia de enzimas modifican la
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estructura de la reticulina para formar los subgrupos de estos alcaloides que constituyen a los alcaloides
bencilisoquinilinicos (Liscombe y Facchini, 2008; Pienkny et al., 2009; Onoyovwe et al., 2013).

Algunas enzimas monoxigenasas-P450 involucradas en la biosintesis de los alcaloides
bencilisoquinolinicos tienen la capacidad de participar en rutas distintas de formacion de alcaloides, es decir, una
enzima puede participar en dos o mas ramas de la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos; por
ejemplo, en Coptis japonica la enzima sculerina-9-O-metil transferasa (CjSMT) estd involucrada en la
produccidén de tretrahidrocolumbamina y su actividad no se encuentra en Eschscholzia californica, sin embargo
la expresidn ectopica de CjSMT en E. californica indujo la acumulacion de columbamina ademas de obtener un
perfil mas rico de alcaloides en comparacion con la especie silvestre (Sato et al., 2001). Posiblemente se deba a
gue esta familia de enzimas carece de estricta especificidad sobre el sustrato y la homologia estructural de sus
secuencias que se encuentran filogenéticamente conservadas les permite catalizar sustratos similares (De Luca y
Laflamme, 2001; Liscombe et al., 2005; Liscombe y Facchini, 2008).

Otro aspecto interesante de este estudio es que las monoxigenasas-P450 son capaces de convertir un
alcaloide en otro a través de su oxidacion o epoxidacion. En alcaloides bencilisogquinolinicos por ejemplo la
enzima CjSMT en E. caliornica produjo el alcaloide bencilisoquinoltetrahidrocolumbamina, que es la forma
oxidada de la columbamina. Esta actividad ha sido documentada en diferentes tipos de alcaloides como los indol
monoterpenicos y los tropanicos (Chou y Kutchan, 1998). En alcaloides tropanicos, el ejemplo mas
representativo es la conversion de la hiosciamina a escopolamina. La conversion se le ha atribuido a la actividad
de la enzima 6f-hidroxihiosciamina, una enzima que pertenece a la familia de dioxigenasas oxoglutarato-
dependientes que cataliza la hidroxilacion en la posicion 6 en la hiosciamina y posteriormente su epoxidacion
(formacion de un puente 6,7-epoxi) de manera consecutiva para formar escopolamina (Hashimoto et al., 1993).
Esta familia de enzimas se encuentra presente en la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos (Onoyovwe et
al., 2013; Beaudoin y Facchini, 2014). Por ejemplo, la tebaina-6-O-desmetilasa (T6OMD) cataliza la 6-O-
desmetilacion de la tebaina y oripavina para formar codeinona y morfinona respectivamente, asi mismo la
codeina-O-desmetilasa (COMD) convierte mediante una reaccion de 3-O-desmetilacion a la codeina y tebaina en
morfina y oripavina respectivamente (Hagel y Facchini, 2010). Es posible que las monoxigenasas P450
contribuyan a la interconversién de los alcaloides aporfinicos en anonaceas particularmente entre los alcaloides
lisicamina, liriodenina y aterospermidina. Orozco-Castillo (2009) sugiere una posible interconversion entre la
liriodenina y la aterospermidina provocado por el efecto en el suministro de nitrégeno en Annona diversifolia, de
manera similar a lo reportado por Demeyer y Dejaegere (1992) en los alcaloides tropanicos hiosciamina y
escopolamina de Datura stramonium. Sin embargo, la ruta biosintetica de los alcaloides aporfinicos en
anonaceas no ha sido elucidada, por lo tanto se desconocen las enzimas involucradas en la biosintesis de estos

alcaloides.
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1.11 La familia Annonaceae

La familia Annonaceae es un grupo ancestral de plantas considerada como la mas diversa del orden Magnoliales
debido a su riqueza y abundancia de individuos (Mass et al., 2011, Chatrou et al., 2014). Esta formada por 2400
especies agrupadas en 108 géneros (Chatrou et al., 2014) y se encuentran clasificados en 4 subfamilias:
Anaxagoreoideae, Ambavioideae, Annonoideae y Malmeoideae (Rainer, 2013). Los analisis filogenéticos de
esta familia indican dos principales clados originados monofileticamente: la subfamilia Malmeoideae que
incluye el 35 % de las especies y la subfamilia Annonoideae que representa el 60 % de las especies de la familia
Annonaceae e incluye al género Annona (Chatrou et al., 2014).

Generalmente las Anonaceas son arboles, arbustos y lianas, que se caracterizan por tener flores con el
perianto diferenciado en sépalos y pétalos dispuestos en la parte axilar de los tallos, o bien como inflorescencias
terminales; presentan hojas simples y alternadas, asi como el endospermo ruminado (Standley y Steyermark,
1946; Cronquist, 1988). Se distribuyen en los tropicos de América, Africa y Asia, particularmente son
encontradas en los bosques lluviosos (Burnham y Johnson, 2004). El origen de su distribucion ha sido inferido a
través de andlisis moleculares, filogenéticos, palinoldgicos y por el registro fosil de endospermo y polen. Estos
estudios sugieren que el centro de origen de esta familia se encuentra en América del Sur o Africa y su
dispersion se origin6 después de la ruptura de Gondwana a través del agua, con la migracion de especies a
distancias cortas antes de la divergencia de los continentes. Su distribucion en Asia se cree se debid a eventos
cronoldgicamente mas recientes y es explicado por el intercambio de especies a través de las rutas de migracién
(Richadrson et al., 2004).

En México se encuentran 16 géneros y 63 especies distribuidas en la region sureste del pais (Andrés-
Agustin y Andrés-Hernandez, 2011). EI género Annona es el méas representativo y conocido en México debido a
gue especies como A. diversifolia Saff., A. muricata L., A. cherimola Mill., A. squamosa L., A. reticulata L. y A.
purpurea L. son apreciadas por su valor comercial (Andrés-Agustin y Ledesma, 2014), cultural y medicinal

(Martinez-Vazquez y Estrada-Reyes, 2014).

1.12  Alcaloides bencilisoquinolinicos en la familia Annonaceae

Los alcaloides son uno de los dos grupos mas importantes de metabolitos secundarios presentes en la familia
Annonaceae. De acuerdo a Cavé (1985) la mayoria de los alcaloides de esta familia son de tipo isoquinolinico o
tienen su origen en ésta estructura, y son derivados principalmente de los aminoacidos tirosina y fenilalanina.
También se ha sefialado la presencia de alcaloides de tipo B-carbolina e indol sesquiterpénicos derivados del
triptofano.

En Annonaceae se ha documentado la presencia de alcaloides de tipo isoquinolina simple, cularinas

(isoquinolinas con un esqueleto tetraciclico incorporado a un sistema oxepina), morfinandienona, fenantrenos,
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berberinas, tetrahidroprotoberberinas, oxoprotoberberinas, bencilisoquinolinas, bisbencilisoquinolinas,
benciltetrahidroisoquinolinas, dibenzopirrocolinas (producto de la oxidacion de la tetrahidrobencilisoquinolina
laudanosolina), proaporfinas, aporfinoides (N-metoxicarbonil) y aporfinas (Shamma, 1972; Leboeuf et al.,
1982; Chen et al., 1996). Algunos casos excepcionales como los alcaloides pirimidina-f-carbolina como
anomontina, metoxianomontina y N-hidroxianomontina fueron reportados en Annona montana (Leboeuf et al.,
1982), A. foetida (Costa et al., 2009) y A. purpurea (Rejon-Orantes et al., 2011), asi mismo el alcaloide indol
sesquiterpénicos polisina aislado de Polyalthia suaveolens (Ngantchou et al., 2010).

Los alcaloides aporfinicos son los mas abundantes en la familia Annonaceae. Su estructura se basa en
cuatro anillos aromaticos (A, B, C y D), los anillos A, B y D biogénicamente provienen de la condensacion de
dos moléculas de tirosina y caracterizan la estructura de la 1-bencilisoquinolina, en tanto que el anillo C
aporfinico se forma por la ciclacion de los anillos B y D mediante un acoplamiento oxidativo (Kametani y
Fukumoto, 1971; Shamma 1972; Hagel y Facchini, 2013). La diversificacién de los alcaloides aporfinicos
depende del tipo y nimero de sustituciones en su estructura, ya sea di-, tri-, tetra-, pentra- y hexa- sustituidos y
los grupos funcionales sustituyentes frecuentemente son hidroxi, metoxi, metilendioxi, carbonilo y en algunos
casos se encuentran N-oxido sustituidos. Las sustituciones en las aporfinas pueden encontrarse en los cuatro
anillos aromaticos, sin embargo, es mds comun en la naturaleza encontrar aporfinas tetra sustituidas en las
posiciones 1, 2, 9, 10- asi como 1,2 10, 11 (excepto el grupo metilendioxi en los anillos A y D) (Israilov et al.,
1980). Se ha establecido que las aporfinas de Annonaceae tienen patrones caracteristicos en la sustitucion, ya sea
que se encuentren oxigenadas en la posicion C-7 lo que produce una configuracion de tipo C-6a R, también es
frecuente encontrar la aporfinas oxigenadas en C-4 y C-7, asi mismo solamente en Annonaceae se ha encontrado
el C-7 metoxilado (Israilov et al., 1980, Guinaudeau y Shamma, 1982; Tantisewie y Ruchirawat, 1992). En la
familia Annonaceae se ha documentado el aislamiento de aporfinas de tipo 7-hidroxi-7-metilaporfinas, 7,7-
dimetilaporfinas, oxoaporfinas, 4,5- y 4,7-dioxoaporfinas, dehidroaporfinas, diaporfinas, 10,11-dihidroxi-,1,2-
dimetoxinoraporfinas, 7-dehidroaporfinas, secoaporfinas, por mencionar algunas (Leboeuf et al., 1982;
Guinaudeau y Shamma, 1982; Guinaudeau et al., 1988; Protais et al., 1992; Guinaudeau et al., 1994; Bentley,
1998; Chang et al., 2000; Bentley, 2006; Nishiyama et al., 2006).

Los alcaloides bencilisoquinolinicos de la familia Annonaceae se consideran un recurso importante para
la creacion de nuevos farmacos derivado de sus propiedades bioldgicas y farmacoldgicas. Entre las actividades
biolégicas més importantes se encuentra la antimicrobiana, antitumoral, dopaminérgica, antiprotozoaria,
nematicida, antiviral, entre otras; por lo tanto, los alcaloides bencilisoquinolinicos pueden llegar a utilizarse
directamente o ser considerados como fuente de inspiracion en la preparacion de nuevos medicamentos de
sintesis para enfrentar la problematica de salud que existe actualmente en el mundo (Cortes et al., 2014). Por
ejemplo, Camacho-Corona et al. (2009) reporté que la liriodenina tiene una actividad alta (CMI 3.125 pg mL™)

contra cepas de Mycobacterium tuberculosis sensibles y presenté moderada actividad (CMI 100 pg mL™?) contra
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cepas multiresistentes a farmacos. Asi mismo la liriodenina ha demostrado ser un agente antiproliferativo contra
carcinomas hepatocelulares (Hep G2 and SK-Hep-1) (Hsieh et al., 2005). Ademas se han llevado a cabo ensayos
con alcaloides bencilisoquinolinicos para tratar desordenes neuroldgicos como la enfermedad de Huntington, la
esquizofrenia y el Parkinson; como ejemplo, se ha modificado la estructura base de la isoquinolina a través de
alquilaciones  (1-alquilisoquinolina), hidroxilaciones  (6-hidroxiisoquinolina) y halogenaciones (7-
cloroisoquinolina), los cuales mostraron afinidad por los receptores dopaminergicos tipo D2 y actividad
antidepresora antagonizada por el haloperidol (Cortes et al., 2014). Los anteriores ejemplos solo son algunas
evidencias de las propiedades farmacologicas que los alcaloides bencilisoquinolinicos tienen, no obstante, aln

existe un gran namero de alcaloides de este tipo gue aun no se conoce su potencial farmacoldgico.

1. ANTECEDENTES

2.1 Annona diversifolia Saff.

La papausa o ilama (A. diversifolia Saff. sin. A. macroprophyllata Donn sm.) es un arbol pequefio con una altura
promedio de 7.5 m. Se caracteriza por tener ramas glaucas (regularmente alternadas) con hojas redondeadas o
subacutadas en el &pice con tamafios entre 4-6 cm de ancho y con peciolos entre 8-18 mm de largo; las hojas
inferiores de los brotes florales son orbiculares y cordado-cefiidas de 2-4 cm de longitud. Presenta flores
solitarias con caracteristicas particulares; estan minuciosamente bracteoladas debajo de la mitad, los sépalos son
redondeados a triangulares, ferruginoso-pilosos y miden entre 2 a 3 mm de longitud, también presenta tres
pétalos exteriores y tres interiores; los exteriores son linear-oblongos, obtusos, minuciosamente pubescentes por
fuera y miden aprox. 2.5 cm de longitud, cerca de 6 mm de ancho en la base y los internos son rudimentarios.
Los frutos son ovoides generalmente de 13 a 15 cm de longitud y entre 12-15 cm de ancho, cubiertos por
protuberancias ligeramente redondeadas. Las semillas presentan coloracion café-cobrizo, tienen la testa dura y
lustrosa, su tamafio oscila entre los 2 cm de largo y 1 cm de ancho, y se caracterizan por tener el endospermo
ruminado (Standley y Steyemark, 1946; Gentry, 1995).

Esta especie se encuentra distribuida en zonas tropicales entre los 250 a 600 msnm, particularmente en
México se encuentra en los estados de Michoacan, Colima, Guerrero, Oaxaca y Chiapas. La papausa es una
planta que no es cultivada de manera extensiva, se ha documentado que el cultivo de A. diversifolia se limita a
huertos y a traspatio, sin embargo, también es posible encontrarla de manera silvestre (Otero-Sanchez et al.,
2006; Andrés-Agustin y Segura-Ledesma, 2014).
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2.2 Estudios de los alcaloides bencilisoquinolinicos en Annona diversifolia

Los trabajos de investigacion sobre esta especie en general son escasos en cuanto alcaloides se refiere. Los
primeros trabajos para el conocimiento del perfil fitoquimico de A. diversifolia fueron realizados por Gonzélez-
Esquinca (2001) que establecio la presencia de aceites esenciales y de alcaloides oxoaporfinicos en &rboles
adultos y juveniles y su relacion fitoquimica con otras especies del género Annona. En este trabajo se report6 la
presencia de las aporfinas anolobina y liriodenina en las raices de A. diversifolia. De la Cruz (2001) estudi6 la
abundancia y bioactividad de acetogeninas en esta especie destacando la obtencion de las acetogeninas como
rolliniastatina-2 y laherradurina.

Ademas del perfil fitoquimico, los alcaloides de A. diversifolia han sido estudiados por su actividad
biolégica. Los estudios previos sugieren que los alcaloides y extractos alcaloidales presentan diversos tipos de
actividad bioldgica. La actividad antimicrobiana de la liriodenina y de algunos extractos organicos de A.
diversifolia fue reportado por Riley-Saldafia (2007) que demostré el efecto inhibitorio de la liridenina en el
crecimiento de cepas de Staphylococcus epidermidis y Candida albicans, mientras que los extractos alcaloidales
de tallos y raices de esta especie presentaron actividad antimicrobiana sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Bacillus subtilis. La actividad larvicida
fue reportada por Gonzélez-Esquinca et al. (2012) a través del ensayo con larvas de mosca de la fruta
(Anastrepha ludens) expuestas durante 72 h a concentraciones de 100, 1000 y 2000 mg ml* de extractos
etandlicos y acuosos obtenidos de tallos y hojas de A. diversifolia. Los resutados indicaron que los extractos mas
efectivos como lavicida fueron el extracto etandlico de tallos, el extracto acuoso de tallos y hojas, con
porcentajes de mortalidad de larvas de 89.3, 74.3 y 74.0 %, respectivamente. También se ha documentado la
propiedad insecticida de los extractos organicos de ésta especie, Asencio-Alvarado (2012) evalud su efectividad
como insecticida y repelente de extractos etandlicos de semilla de A. diversifolia a concentraciones de 50, 150 y
300 ppm para el control del gorgojo comun del frijol (Zabrotes subfasciatus); encontrando la propiedad
disuasoria e insecticida con las tres concentraciones evaluadas del extracto etanélico, siendo méas efectivo el
extracto con 300 ppm. Rueda-Pérez (2007) evalud la actividad insecticida de extractos acuosos y etanolicos
obtenidos de los tallos y hojas de A. diversifolia que fueron aplicados a larvas y a ejemplares adultos de la mosca
de la fruta (Anastrepha ludens), de los cuales los extractos etanolicos fueron mas efectivos contra las larvas y los
extractos acuosos contra las moscas adultas.

Se ha demostrado que los alcaloides y extractos alcaloidales de A. diversifolia tienen actividad
farmacoldgica importante, ya que pueden modificar la actividad del sistema nervioso central. Aguilar et al.
(2011) reportaron que los extractos alcaloidales de raiz de A. diversifolia presentan actividad ansiogénica en
ratonas Balb/C cuando se aplica a una concentracion de 30 mg/k/dia, dado que las ratonas desarrollaron signos

de ansiedad como calvicie e hiperactividad. En contraste, Gonzalez-Trujano et al. (2006, 2009) demostraron que
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los extractos etandlico de hojas de A. diversifolia tienen propiedades anticonvulsivas y antiepilépticas en ratones
Winstar con epilepsia inducida. Los extractos disminuyeron tanto la frecuencia de los ataques como la duracién
de los mismos, lo cudl es atribuido a la disminucion de la actividad paroxistica en la neurotrasmicion
gabaminergica. De manera similar, Rejon-Orantes et al. (2010) determiné que la administracion sistémica del
alcaloide liriodenina a ratones Balb/C provoca los efectos cataleptogénicos de corta duracion, ansiolitico,
hipnotico y una disminucion de la actividad motora; todos ellos atribuibles a la inhibicion de la actividad
dopaminergica del sistema nervioso central.

Desde el punto de vista fisiolégico, destacan los estudios de De la Cruz-Chacon y Gonzélez-Esquinca
(2012) que determinaron la importancia de los alcaloides aporfinicos como mecanismo de defensa de A.
diversifolia durante la etapa de germinacion. En el estudio demostraron la relacién entre la presencia de
liriodenina biosintetizada en la imbibicién de la semilla y su actividad fungicida sobre Aspergillus glaucus y
Rhizopus stolonifer, los cuales estan implicados en la putrefaccién de la semilla durante la geminacién. También
ha sido evaluada la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos durante la etapa de germinacién y las
primeras etapas de desarrollo, en la cual De la Cuz-Chac6n y Gonzéalez-Esquinca (2013) evaluaron la actividad
de las enzimas polifenol oxidasa (PPO, EC 1.14.18.1), amina oxidasa (AO, EC 1.4.3.4), tirosina descarboxilasa
(TYDC, EC 4.1.1.25) y norcoclaurina sintasa (NCS, EC 4.2.1.78) en 4 etapas de desarrollo de A. diversifolia,
partiendo de la imbibicion de la semilla hasta el desarrollo de dos hojas verdaderas. Los resultados mostraron
que las 4 enzimas implicadas en la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos se encuentra ubicadas y activas
en el embridn durante la fase de imbibicion de la semilla; posteriormente durante las etapas de primordio foliar y
2 hojas verdaderas, las enzimas PPO, AO y TYDC se encontraron activas en todos los érganos de la planta,
excepto la NCS que solamente se detecto en tallos y raices.

Por ultimo, solamente existe un antecedente sobre el estudio del efecto del nitrégeno en los alcaloides
bencilisoquinolinicosde A. diversifolia. En el estudio Orozco-Castillo (2009) evalu6 el suministro de la solucién
Murashige y Skoog (1962) en su formulacién basal y con las modificaciones de 0 y 150 % de nitrogeno en
plantulas de A. diversifolia bajo condiciones ambientales. Los resultados reportaron que el mayor contenido de
alcaloides totales en los 6rganos de A. diversifolia fue registrado con el suministro moderado de nitrégeno
(formulacion nutritiva basal). Orozco-Castillo (op. cit.) demostrd que el impacto del nitrégeno fue mayor en las
raices y que la mayor concentracion de los alcaloides bencilisoquinoliicos se encuentran en éste Grgano,
particularmente el del alcaloide liriodenina; ademés la liriodenina fue afectada de manera negativa cuando se
incrementa la concentracion de nitrégeno.

Debido a la relevancia de la actividad bioldgica y farmacologica de los alcaloides bencilisoquinolinicos,
los estudios sobre la biosintesis y los factores que la regulan son de gran importancia. Se sabe que el contenido
de alcaloides en las plantas se modifica cuando se suministra nitrogeno a traves de la fertilizacion, sin embargo

se desconoce el efecto del suministro de nitrdgeno en la regulacion de la biosintesis de estos compuestos. En
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estudios recientes se sefiala que A. diversifolia Saff. biosintetiza alcaloides bencilisoquinolinicos de tipo aporfina
durante las primeras etapas de crecimiento, es por ello que en este trabajo se pretende conocer la importancia del
nitrogeno como un posible factor modulador de la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos.

1. OBJETIVOS

General

v Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de nitrogeno en la biosintesis de alcaloides en plantulas
de A. diversifolia.

Particulares

I.  Obtener los perfiles cualitativos y cuantitativos de alcaloides en raices y tallos de plantulas en etapa de
dos a cinco hojas.

Il.  Obtener los alcaloides mayoritarios detectados en etapa de plantulas de tres hojas a partir de plantas
adultas.

I1l.  Determinar cuantitativamente los alcaloides mayoritarios en plantulas de tres hojas en tres
concentraciones de nitrégeno durante siete periodos de tiempo.

IV.  Determinar la actividad de las enzimas monofenol monooxigenasa (MFO; EC 1.4.18.1) y (S)-
norcoclaurina sintasa (NCS; EC 4.2.1.78) bajo tres concentraciones de nitrdgeno y dos periodos de
tiempo.

31



V. METODO
4.1 Ensayo del efecto de diferentes concentraciones de nitrégeno en A. diversifolia

Este estudio previo se realizo con el fin de conocer si las plantulas eran capaces de tolerar las concentraciones de
sales en la solucién nutritiva Murashige y Skoog (1962) y de evaluar los efectos morfoldgicos provocados por
cinco concentraciones de la solucion nutritiva. Asi mismo se llevo a cabo para asegurar la sobrevivencia de las
plantulas y posteriormente escalar estas condiciones experimentales a nivel de cultivo hidropénico.

Para ello se colocaron 75 plantulas en etapa de primordio foliar en cultivo hidropdnico en una solucion
Murashige y Skoog (1962) con la concentracion de nitrégeno modificada (0, 15, 30, 45y 60 mM de nitrégeno)
(Cuadro I, Anexo 1) y el testigo con agua destilada. Las plantulas se mantuvieron durante 30 dias con
oxigenacion y se desarrollaron dentro de una camara de crecimiento (Conviron CMP4030) bajo condiciones
controladas de humedad relativa (70-80 %), temperatura (30 = 2 °C) y fotoperiodo de 12 h bajo la luz (24.5 £
10.5 pmol m2). Para conocer las variaciones de la solucién, se monitorearon los parametros de oxigeno disuelto
(02), conductividad eléctrica (CE) y pH iniciales, a la mitad (15 dias) y al final del experimento con un medidor
de conductividad (85 YSI Incorporated) y un potenciometro (Thermo Scientific mod. Orion 3-star).

4.2 Seleccidn de la etapa de desarrollo

La seleccion de la etapa de desarrollo de la planta se realizd mediante un analisis fitoquimico cualitativo en
plantulas cultivadas en condiciones hidropénicas sin la presencia de nitrégeno en la solucién nutritiva. Este
ensayo previo proporciond datos sobre los perfiles de alcaloides (cantidad de alcaloides y abundancia relativa)
durante las primeras etapas de crecimiento de A. diversifolia.

Para este ensayo se utilizaron 75 plantulas en una etapa previa (primordio foliar), a las cuales se les
retir6 el endospermo quedando Unicamente con hojas cotiledonarias. Se introdujeron al sistema hidropdnico con
la solucion Murashige y Skoog (1962) modificada eliminando el aporte de nitrégeno de la solucion nutritiva (0
mM N) (Anexo 1, Cuadro I) y permanecieron en ésta solucion durante aproximadamente 30 dias. Las plantulas
se desarrollaron dentro de una camara de crecimiento (Conviron CMP4030) bajo condiciones controladas de
humedad relativa (70-80 %), temperatura (30 + 2 °C) y fotoperiodo de 12 h bajo la luz (24.5 + 10.5 pmol m?).
Para conocer las variaciones de la solucion, se monitorearon diariamente los parametros de oxigeno disuelto
(02), conductividad eléctrica (CE) y pH con un medidor de conductividad (85 YSI Incorporated) y
potenciémetro (Thermo Scientific mod. Orion 3-star).

Las plantulas fueron cosechadas de acuerdo con su desarrollo y se clasificaron de manera artificial en 2
Y4 hojas, 2 %2 hojas, 3 hojas, 3 ¥ hojas, 3 % hojas, 3 % hojas, 4 ¥ hojas, 4 % hojas y 5 hojas, considerando el
desarrollo de la hoja mas pequefia. Las plantulas cosechadas se diseccionaron en raices, tallos y hojas.

Posteriormente el material vegetal seco se molié e impregné con carbonato de sodio y se dej6 secar durante tres
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dias en condiciones de sombra y temperatura ambiente. La extraccion de alcaloides se llevd a cabo por el método
acido base de acuerdo al método de De la Cruz y Gonzélez-Esquinca (2012). La detecciéon de alcaloides se
realizd por cromatografia liquida de alta resolucion (Perkin Elmer® HPLC-UV/Vis, Series NCI 900) y una
columna (Spheri-5 amino Perkin Elmer®, 100 x 4.6 mm; 5 um). Se utilizO una fase movil de
cloroformo/metanol (96:4, isocrético) con flujo de 0.3 mL min*; la temperatura de la columna se mantuvo a 30
°C. La deteccion UV se realiz6 a 300 nm. EIl nimero de alcaloides se determind mediante cromatografia en capa
fina contabilizando los compuestos que resultaron positivos con el revelado con el reactivo de Dragendorff. Sin
embargo, la abundancia relativa se determind solamente para los alcaloides liriodenina, lisicamina y

aterospermidina a través de la siguiente férmula:

Abundancia relativa = % Area x rendimiento del extracto (mg)
Peso seco del material vegetal (mg)

4.3  Estudio experimental para determinar el efecto del nitrégeno
4.3.1 Condiciones de crecimiento y obtencion del material vegetal

Después de seleccionar la etapa de crecimiento, las plantulas con primordio foliar (25-30 dias, n = 50) se
cultivaron en una camara de crecimiento (Conviron CMP4030) bajo condiciones controladas de humedad
relativa (70-80 %), temperatura (30 + 2 °C) y fotoperiodo de 12 h bajo la luz (24.5 + 10.5 pmol m?)
suministrados por lamparas Sylvania Octron T8 y medido con un sensor de luz LI-COR modelo LI-250. Las
plantulas con primordio foliar se introdujeron al cultivo hidropénico con agua destilada durante
aproximadamente 15 dias hasta alcanzar la etapa de 3 hojas, en ese momento se afiadio la solucion de nutrientes
(15 L) Murashige y Skoog (1962). Las soluciones nutritivas para los tratamientos consistieron en una solucion
basal Murashige y Skoog (1962) de 60 mM N (41.2 mM NHsNO; y 18.7 mM KNOs), asi como la solucion
modificada a 30 MM N (20.4 mM y 9.6 mM NHsNO3; KNOs3) y 0 mM N (0 mM NH4NOs; y 0 mM KNOs3 (Anexo
2, Cuadro 11). El pH de las tres soluciones nutritivas se ajustd a 6.0 y la disminucién de potasio aportado por el
KNO:s en soluciones modificadas 0 y 30 mM N fue compensada proporcionalmente con KOH.

Las plantulas se mantuvieron en estas condiciones durante los periodos 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h, en cada
periodo se cosechd una muestra compuesta (n = 5 plantulas) para la extraccion de alcaloides y otras 5 plantulas
de los periodos 2, 4 y 6 h se congelaron en nitrogeno liquido para la evaluacién de la actividad enzimética. Las
soluciones nutritivas fueron monitoreadas en cada tiempo de muestreo con un medidor de conductividad (85 YSI
Incorporated) y potenciometro (Thermo Scientific mod. Orion 3-star). El material vegetal recolectado fue

diseccionado en raices, tallo y las hojas para la extraccion de alcaloides.
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4.3.2 Extraccion y determinacion de alcaloides

En agosto de 2010, se recogieron las raices de las plantas adultas de A. diversifolia en la localidad Ursulo
Galvén, Chiapas. La extraccion de alcaloides totales se realiz6 con la técnica descrita por De la Cruz y Gonzélez-
Esquinca (2012). Para el proceso de extraccidn, las raices (1495 g) se secaron a temperatura ambiente y después
se molieron hasta obtener un polvo fino. ElI material vegetal fue desgrasado con hexano por 24 h y
posteriormente se impregnd con una solucion saturada de carbonato de sodio y se dejé a sequedad. Los
alcaloides se extrajeron con 2 L de cloroformo. El extracto de cloroformo se lavd con agua destilada (500 ml por
3 veces) y se acidificd con 2000 mL de HCI 1N. La fase 4cida resultante se alcaliniz6 (pH 9.5) con una solucion
saturada de carbonato de sodio y se extrajo de nuevo con 1500 mL de cloroformo. Por Gltimo, la fase de

cloroformo se evapor6 bajo presién reducida y después se obtuvo el extracto alcaloidal (2.3 g) (Figura 5).

o =) C)
Aterospermidina
Liriodenina
Lisicamina

T R1 T

Figura 5. Perfil de alcaloides en cromatografia en capa fina de las raices de un ejemplar adulto de A. diversifolia
(R1) comparado con un testigo formado por la mezcla de aterospermidina y liriodenina. A) UV onda larga (365
nm), B) onda corta (254 nm) y C) revelado con Draggendorff).

Bajo estas condiciones, la liriodenina se obtuvo en forma de precipitado. Finalmente, la liriodenina se
purifico por filtracion y cristalizacion sucesiva con cloroformo. La liriodenina (1.1698 g) se obtuvo como agujas
de color amarillo (PF 280-282 °C, UV A max (CHCls): 248, 272, 310, 414), *H NMR (CDCls, 300 Mhz): & 8.90
(d, J =5.4 Hz, HS), 8 8.66 (dt,J = 7.95 Hz, H11), 8 8.59 (dd, J = 7.95, 0.9 Hz, H8), 8 7.79 (d, J = 5.19 Hz, H4), §
7.58 (dt, J = 7.8, 0.9 Hz, H10), & 7.52 (dt, 7.94, 1.22 Hz, H9), 6 7.20 (s, H3), & 6.39 (s, 2H) (Figura 6). El
alcaloide fue identificado por el doctor Mariano Martinez VVazquez en el Instituto de Quimica de la Universidad

Nacional Autonoma de México.
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Figura 6. Alcaloides aporfinicos aislados de A. diversifolia.

Separacion del alcaloide aterospermidina

Lisicamina

Otros alcaloides se obtuvieron del extracto restante (1.1 g) y fueron separados mediante una columna
cromatografica empaquetada con gel de silice 60 HF254 (Merck, 2 x 40 cm de 0.063-0.2 mm). La columna se

eluyd por etapas con los sistemas de eluyentes de polaridad creciente n-hexano: acetato de etilo: metanol

(Diagrama 1).

Extracto alcaloidal (1.1 g con 55% de liriodenina

!

h 4 h 4 b

h 4

{100%)

Hexano Hex-AceOEt AcOEt-Hex Acetato de etilo

(100%)

AcOEt-MeOH

l
I N N N B

(2:1) (8:2) 7:3) (5:5) (7:3) [9:1)

Vol

Frac. 11-22 Frac. 23-120 Frac. 121-173 Frac. 174-240 Frac. 241-331 Frac. 332-347

l

Frac. 348-372

|

[9:1)

l

Frac. 373-471

Diagrama 1. Obtencidn de fracciones de la cromatografia de columna abierta.

Durante el procedimiento de elucién, se obtuvieron 471 fracciones de 100 mL de volumen. La presencia de

alcaloides en las fracciones durante la elucion de la columna se monitoriz6 por TLC y Dragendorff reactivo

(Sigma-Aldrich). Se obtuvo una mezcla de alcaloides (120 mg) a partir de las fracciones 148-321 (acetato de

etilo hexano 5: 5, 7: 3, v/v) (Figura 7).
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Figura 7. Perfil alcaloidal de las fracciones 148-321. Aterospermidina (flecha roja), liriodenina (flecha negra) y
lisicamina (flecha verde). (CHCIs-MeOH 9:1, revelado con Dragendorff).

La aterospermidina y la liriodenina, son los alcaloides mayoritarios de las raices de A. diversifolia. El
primero fue denominado de esa manera en este trabajo debido a su color caracteristico y a que se desconocia su
estructura, en tanto que el segundo se identifico en estudios previos realizados por Gonzalez-Esquinca (2001) y
De la Cruz y Gonzalez-Esquinca (2012).

Durante el proceso de separacion se observé un comportamiento similar de ambos alcaloides en los
diversos sistemas de eluyentes (cloroformo, metanol, metanol-agua y cloroformo-metanol), lo que dificulté su

separacion debido a su similitud en la solubilidad (Cuadro 3).

Cuadro 3. Prueba de solubilidad de los alcaloides liriodenina y aterospermidina.

Solvente Solubilidad de Liriodenina af;:(‘)ggfri? d?rfa
Agua Parcial Escasa
Metanol Soluble Soluble
Cloroformo Soluble Parcial
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No obstante, la diferencia en la solubilidad entre estos dos compuestos en cloroformo y metanol,
permitié su separacion. Es por ello que se utilizd la mezcla cloroformo-metanol (9:1) para la separacion de la
fraccion R1.1.3 (61 mg).

La mezcla de aterospermidina y liriodenina (61 mg), se someti6é a un proceso de recristalizacion inicial
con cloroformo y filtraciones sucesivas al vacio, antes de aplicarse en dos placas preparativas con el objetivo de
agotar en la mayor medida posible a la liriodenina. La recristalizacion aplicada previa a la cromatografia,
también di6é buenos resultados con los extractos que presentaron concentraciones altas de liriodenina y puede
considerarse un paso previo antes de ser separados con placas preparativas. La mezcla de alcaloides se separd
mediante placas preparativas (Sigma-Aldrich HF2s4, 20 x 20 cm, 1 mm de espesor) y de TLC (papel de aluminio
copias de Sigma-Aldrich 20 x 20, 25 mm) impregnadas con una mezcla de etanol-acido oxalico 8 % y se eluyd
con cloroformo metanol 9:1 (v/v). En la placa preparativa se obtuvieron dos bandas entremezcladas, por lo que
cada banda fue dividida a la mitad, obteniendo cuatro fracciones: fraccion roja superior R1.1.1.3.1, fraccién roja
inferior R1.1.3.2, liriodenina R1.1.3.3 (4.6 mg) y alcaloide desconocido R.1.1.3.4 (7.3 mg) (Diagrama 2).

Mezcia de extractos R1.1.3 (61mg)

|

Cromatografia en 2 placas preparativas CH,-MeOH (9:1)

l l l l

RojoarribaR1.1.3.1 RojoabajoR1.1.3.2 Liriodenina R1.1.3.3(4.6mg) Alcaloide desconocidoR.1.1.3.4(7.3 mg)

l l

Cromatografia en placa Cromatografia en placa
preparativa preparativa
CH:-MeOH (9:1) CH,-MeOH (9:1)

Vool Voo

RojoR1.1.4.1 LiricdeninaR1.1.4.2 Fraccion inferior de la placa RojoR1.1.4.4 LiriodeninaR1.1.45  Fraccion inferior de la placa
R1.143 R1.146

l

Alcaloide rojo
R1.1.5(10.3mg)

Diagrama 2. Proceso de separacion del alcaloide aterospermidina.
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Posteriormente las fracciones R1.1.1.3.1 y R1.1.3.2, se separaron en una placa preparativa

respectivamente. Nuevamente las muestras con aterospermidina fueron reunidas para incrementar su rendimiento

resultando la fraccion R1.1.5 (10.5 mg). Se determiné el punto de fusion de las muestras del aterospermidina

(R1.1.5), liriodenina (R1.1.2.6), compuesto morado (R1.1.2.1), alcaloide azul

desconocido 1 (R1.1.2.2) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de las pruebas de punto de fusion.

Compuestos obtenidos

Punto de Fusion

Rendimiento (%0)

Aterospermidina
Liriodenina (R1.1.2.6)
Compuesto morado (R1.1.2.1)

Alcaloide azul (R1.1.2.7)

Compuesto desconocido 1 (R1.1.2.2)

=216-220°C

~280-282°C

~235°C

=~ 155-190°C

~235-240°C

0.909

16.09

0.727

0.909

0.09

(R1.1.2.7), compuesto

La fraccion R1.1.5 (10.5 mg) fue separada por CCF en placas de silica impregnada con é&cido oxalico al

8 % y se utilizd como fase movil una mezcla de cloroformo-metanol 80:20 (v/v) (Figura 8).

s

S

<4— Alcaloide rojo

Figura 8. Cromatografia en capa fina de la muestra (R1.1.5), a la izquierda el residuo de las filtraciones
sucesivas y a la derecha la muestra resultante. (CHCI3-MeOH, 9:1, revelado con Dragendorff).

Como resultado de la sepacion cromatografica se obtuvieron agujas rojas (4 mg) que fueron purificadas
por cristalizaciones sucesivas con metanol (PF 216-220 °C, UV Amax (CHCls): 246, 280, 312, 440, 'H NMR
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(CDCls, 300 Mhz): 6 8.876 (d, J=5.1 Hz, 1H), & 8.55 (dd, J=7.5, 1.2 Hz, 1H), & 8.53 (d, J=7.8 Hz, 1H), & 8.131
(d, J=5.1 Hz, 1H), § 7.71 (dt, J=7.5, 1.2 Hz, 1H), & 7.49 (dt, J=8.2, 1.0 Hz, 1H), & 6.28 (s, 2H), & 4.258 (s, 3H).
El compuesto fue identificado como aterospermidina (Figura 5) por el Dr. Mariano Martinez Vazquez del
Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Debido al escaso rendimiento obtenido, el alcaloide lisicamina (Figura 6) que se utiliz6 como referencia
en los analisis por cromatografia liquida (HPLC) fue amablemente proporcionado por el Dr. Diego Cortés de la
Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia, Espafia.

4.3.3 Cuantificacion de alcaloides

La liriodenina, lisicamina y aterospermidina se cuantificaron por cromatografia liquida de alta resolucion (Perkin
Elmer® HPLC-UV/Vis, Series NCI 900) y una columna (Spheri-5 amino Perkin Elmer®, 100x4.6 mm; 5 um).
Se utilizé una fase movil de cloroformo/metanol (96:4, isocratico) con flujo de 0.3 mL min; la temperatura de
la columna se mantuvo a 30 °C. La deteccion UV se realiz6 a 300 nm. Los espectros de absorcion de los
alcaloides se obtuvieron con un espectrofotometro Thermo Electron Corporation® model Genesys 10 UV. La
liriodenina, lisicamina y aterospermidina presentaron los tiempos de retencion de 4.7+1.0, 4.0£0.2 y 3.510.1
mL.min%, respectivamente. Las curvas de calibracion se construyeron con el analisis de soluciones stock de los
alcaloides puros con gradientes de concentracion de 1000, 875, 750, 625, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8 y
3.9 mg mL? usando el programa Turbochrom Work station® (Perkin Elmer). Las curvas de liriodenina,
lisicamina y aterospermidina fueron lineales, con valores r? de 0.99, 0.97 y 0.94, respectivamente. Los extractos
alcaloidales de cada érgano se disolvieron a una concentracion de 1 mg mL™ y posteriormente 20 pL fueron
analizados en HPLC. El contenido de alcaloides se cuantifico con la conversion de los datos obtenidos del HPLC

a concentracion en pg utilizando las curvas de calibracion y posteriormente con la siguiente ecuacion:

(4] = (mg alcaloidexFP/p )
MV

Donde:

[A]= concentracion del alcaloide aporfinico.

mg alcaloide= concentracion del alcaloide obtenido de la curva de calibracién.
FD= Factor de dilucion.

RE= Rendimiento del extracto en gramos.

MV=Peso en g del material vegetal
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4.3.4 Meétodo de evaluacion de la actividad de la enzima Monofenol monooxigenasa (MFO)

La evaluacion de la actividad de la monofenol monooxigenasa se realizo de acuerdo al método de Duckworth y
Coleman (1970) tomando en cuenta la modificacion propuesta por Espin 'y Wichers (1999) que indica la adicién
de docecilsulfato de sodio (SDS). Para ello el sobrenadante de la extraccion de proteinas fue utilizado como
extracto crudo de enzimas. La actividad se evalu6 a partir de una alicuota (90 ng mL™) del extracto proteico, 1
mL de una solucion de tiramina 10 mM y se ajustd el volumen a 3 mL con la solucién amortiguadora de fosfato
de potasio 50 mM a pH 6.5 y 0.4 mM de SDS. Se agité e inmediadamente se registré el incremento de la

absorbancia (Azsonm) €n 3 minutos. El calculo de la actividad se realizo a través de las siguientes formulas:

Unidades _ (A Azgomin~! del tubo muestra — A Aygomin~! del tubo testigo) x FD
/mL enzima — (0.001 x V)

FD= Factor de dilucion

0.001= El cambio de la absorbancia/min por unidad de tirosinasa a pH 6.5 a 25 °C en un volumen de reaccion de
3mL.

V= volumen en mililitros de la enzima usada.

Unidades _ unidades/mL de enzima
/mg proteina ~ mg de proteina/mL de enzima

Una unidad se asume causa el incremento de la absorbancia (Azsonm) de 0.001 por minuto a pH 6.5a 25 °Cen la

mezcla de reaccién de 3 mL que contiene tiramina. Es decir se detecta la aparicion de dopamina.

4.3.5 Método de evaluacion de la enzima Norcoclaurina sintasa (NCS)

El extracto crudo enzimatico para evaluar la actividad de la norcoclaurina sintasa (NCS) fue obtenido de manera
similar a la descrita para la evaluacion de MFO. La actividad se evalué en una mezcla de reaccidn con volumen
de 4 mL que contiene solucién amortiguadora de Tris-HCI 50 mM a pH 7.4, 10 % glicerol y 5 mM de 2-
mercaptoetanol, 90 pg mL™ de extracto crudo de proteinas y 1 mL de dopamina 4 mM. La mezcla se incub6 a 30
°C por 24 horas en la oscuridad y la reaccion se detuvo afiadiendo HCI 1 N. Con este método se asumio que el
sustrato 4-hidroxifenilacetaldehido necesario para la reaccion, era extraido de la muestra por lo que se obvio su
produccion. Los resultados de este método fueron positivos debido a que se observé la produccion de alcaloides
a través de un CCF revelada con Dragendorff.

Los alcaloides obtenidos como producto de la reaccidn, se extrajeron con el método acido-base descrito

anteriormente. El extracto alcaloidal se concentrd al vacio, se redisolvié en metanol y cuantific6 a 300 nm
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empleando una curva patron de liriodenina (el alcaloide mas abundante de esta especie). La concentracion se

obtuvo a través de la ecuacion:

Ag = 0.020[A] — 0.021 (r? = 0.998)
Donde:
Ae=Actividad de la enzima
[A]=Concentracion de alcaloides totales

Dado que el producto de la reaccion es el alcaloide norcoclaurina y/o sus derivados como los
alcaloides aporfinicos, la actividad de la enzima se determind cuantificando la presencia de alcaloides

totales.

4.4 Analisis estadistico

El efecto del nitrégeno en el contenido de los alcaloides totales se calcul6 con la sumatoria de los promedios de
los tres alcaloides aporfinicos en los tres 6rganos de la planta y se evaluaron con ANOVA (Tukey-HSD, P <
0.05). Para determinar el efecto del nitrégeno en los 6rganos de la planta y su variacion diurna se utilizaron las
medias de la concentracion de los alcaloides aporfinicos (n = 3) y se evalué con ANOVA (prueba de Tukey-
HSD, P <0.05). Ademés se llevaron a cabo anélisis de correlacion para determinar la relacion entre el contenido
de los alcaloides aporfinicos en cada 6rgano, tratamientos de nitrégeno y variacion de alcaloides durante el
periodo diurno.

Para determinar el efecto de los tratamientos en la actividad enzimatica de la MFO y NCS se utiliz6 la
media de cinco determinaciones y se evalué por medio de ANOVA (Tukey-HSD, P < 0.05). También se
realizaron analisis de correlacién entre la actividad enzimatica y la concentracion de alcaloides. Las evaluaciones

estadisticas se llevaron a cabo con el programa Statgraphics Centurion XV.
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V. RESULTADOS

51 Ensayo de efecto de diferentes concentraciones de nitrégeno en A. diversifolia

Se observaron mayores cambios morfolégicos como el tamafio de las hojas y raices de las plantulas en los
tratamientos de 0 a 60 mM N de la solucion nutritiva que las observadas en las plantulas testigo con agua
destilada. No obstante, durante los primeros 15 dias cuando las plantulas presentaron 3 hojas se observaron
escasos sintomas de deficiencia nutrimental. Durante ese periodo de tiempo se presentdé un desarrollo méas
acelerado y una coloracion verde intensa en las hojas de las plantulas, particularmente con los tratamientos de 45
mM y 60 mM de nitrogeno. El tallo fue el 6rgano menos afectado por los tratamientos debido a que no se
observaron cambios significativos, aunque las plantulas desarrollaron lenticelas en la base del tallo. Las raices
adventicias presentaron necrosis, debido probablemente a la renovacion periodica de las mismas, tal y como lo
sefiala Lee (1993) “las raices permanecen funcionales solo por un periodo corto de tiempo de pocos dias,

después mueren”.

A partir del dia 20 se presentaron los primeros sintomas de clorosis principalmente en las plantulas de
los tratamiento con 45y 60 mM N, que se acentto a los 30 dias cuando las plantulas se encontraban en etapa de
5 hojas. Algunos de los sintomas fueron manchas necroticas y necrosis intervenal en las hojas, asi como necrosis
radicular. No obstante, las plantulas se mantuvieron vivas incluyendo las plantulas del tratamiento testigo. A
diferencia de las plantulas con los tratamientos con 0 y 30 mM N que permanecieron sanas hasta el final del

ensayo.

Estos resultados comprobaron que las plantulas de A. diversifolia en etapa de primordio foliar fueron
capaces de crecer y desarrollarse sin deficiencias en todos los tratamientos durante 15 dias hasta alcanzar la
etapa de 3 hojas verdaderas. Asi como sobrevivir durante 30 dias aproximadamente hasta alcanzar 5 hojas. Las
plantulas toleraron todas las concentraciones de sales de la solucién nutritiva probadas (0, 15, 30, 45y 60 mM
N) por lo menos durante 20 dias. Las plantulas también demostraron que pueden sobrevivir inclusive en la
concentracién mas alta de la solucién nutritiva (60 mM N). Los datos obtenidos en este ensayo previo,
permitieron evaluar el efecto del nitrdgeno en plantulas en etapa de 3 hojas bajo condiciones hidropénicas

durante 15 dias.

51 Seleccion de la etapa de desarrollo

Las plantulas se desarrollaron hasta la etapa de 5 hojas aproximadamente en 25- 30 dias bajo las condiciones del

cultivo hidropénico con 0 mM N (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Condiciones de la solucidn nutrimental del sistema hidropénico. O,= oxigeno disuleto, CE=

conductividad eléctrica, TDS= solutos totales disueltos.

Parédmetros evaluados Valores Desviacion estandar
O, (mg L?) 5.95 1.64
CE (mScm™) 1.391 0.435
pH 6.11 1.06
TSD (ppm) 1391 229.57

En el analisis cromatografico (CPF) de las plantulas se detectaron 6 alcaloides durante las primeras etapas de
crecimiento 2 % -5 hojas (Figuras 9 y 10). En la Cuadro 6 se describen los alcaloides detectados en cada etapa y

6rgano de la planta.

Cuadro 6. Distribucion de los alcaloides de plantulas en las etapas evaluadas; X = presente.

Organos
Alcaloides Etapas (Hojas)
Raices Tallos Hojas

2.25 X X -

25 X X -

3 X X i

3.25 X X -

Liriodenina

35 X X -

3.75 X X X

4.25 X X -

5 X X R

2.25 X X X

25 X X X

3 X X X

Alcaloide Rojo 3.25 - X X
35 - . X

3.75 X X X

4.25 X X X
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Lisicamina

2.25

2.5

3.25

35

3.75

4.25

Alcaloide A

2.25

2.5

3.25

35

3.75

4.25

Alcaloide B

2.25

2.5

3.25

35

3.75

4.25

Alcaloide C

2.25

2.5

3.25

35

3.75
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4.25 - X

AlkRojo—
Liriodenina ———»

Lisicamina

AlkA ———»

Ak C —>»

Figura 9. Perfil cromatogréafico de alcaloides en raiz (R), tallo (T) y hojas (H) de plantulas en etapa de 2 % - 3 ¥4
hojas en CCF revelado con Dragendorff.

Alk Rojo
Liriodenina
Lisicamina

AkA —>

Alkp—>
AlkC ———»

Figura 10. Perfil cromatogréfico de alcaloides en raiz (R), tallo (T) y hojas (H) de plantulas en etapa 3% - 4 %
hojas en CCF revelado con Dragendorff.
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Abundancia de los alcaloides de A. diversifolia

De los 6 alcaloides detectados, Unicamente liriodenina, lisicamina y aterospermidina se encontraron presentes y

con mayor abundancia en la mayoria de las etapas de crecimiento evaluadas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Abundancia de liriodenina, aterospermidina y lisicamina en plantulas de A. diversifolia en diferentes

etapas de desarrollo.

Etapa de desarrollo Abundancia (%)
Alcaloide
(# hojas) Raiz Tallo Hojas
2Y 21.82 0.50 0
2% 81.7 10.31 0.55
3 74.76 24.87 0
3 Y 0.014 0 0.011
Liriodenina
3% 21.3 3.83 0
3 2.9 0.03 0
4% 3.88 0.017 0.02
5 38.32 2.66 4.95
Raiz Tallo Hojas
2% 0 0 0.133
2% 0 0 0
3 0.02 0.4 0.3
Aterospermidina 3V 0 0.3 0
3% 0 0 0.06
3% 1.39 0.32 0.8
4Y 0.01 0.005 0.009
5 0 0.1 0.02
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Raiz Tallo Hojas

2% 0 0 0
2% 0 4.79 0

3 0 0 46.08

3Y 27.44 0 11.95

Lisicamina 3% 6.61 2.16 7.39
3% 0 0 0

4Y 0 0.01 0.01

5 33.5 0.07 0.14

En las primeras etapas de desarrollo, la concentracién de la liriodenina fue significativamente diferente
(P =0.0111, F = 5.63), demostrando una abundancia variable entre las etapas (2-3 hojas vs 3 ¥ -5 hojas). La raiz
es el 6rgano con mayor contenido de liriodenina principalmente entre las etapas 2 ¥4 y 3 hojas, comparado con
tallos y hojas (cuadro 5). También la liriodenina tuvo una correlacion positiva (P = 0.0115, r? = 68.26) referida a
su abundancia entre raices y tallos, lo que parece indicar que este alcaloide se incrementa de manera simultanea
en ambos 6rganos aunque con valores muy distintos. Por lo tanto los resultados sugirieron que las etapas de 2 ¥,
2 Y% y 3 hojas son las ideales para evaluar la liriodenina en las raices. Por otro lado, la lisicamina no presentd
diferencias significativas (P = 0.3903, F = 0.98) en cuanto a su abundancia entre los 6rganos. No obstante, la
mayor cantidad de este alcaloide se detecto en la etapa de 3 hojas en raices y tallos en 3 ¥4 hojas (Gréfica 12).

A diferencia de la lisicamina, la aterospermidina se encontrd en mayor cantidad en las raices comparada
con los tallos y hojas (P = 0.0006, F = 7.06). La mayor abundancia de este alcaloide en los tres érganos se
detect6 en la etapa de 3 % hojas (Cuadro 5). El analisis de la abundancia relativa de la aterospermidina en los
tres 6rganos presentd una correlacion positiva (P = 0.001, 0.001 y 0.000, r? = 99.23), es decir cuando se
incrementa la concentracion de la aterospermidina en raices, se incrementara también en el tallo y las hojas.

Los resultados obtenidos con el andlisis de los alcaloides durante las etapas de desarrollo y en cada
organo, permitid decidir que la mejor etapa para evaluar a los alcaloides liriodenina, lisicamina y la

aterospermidina era la etapa de plantula de 3 hojas.
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5.2 Estudio experimental para determinar el efecto del nitrégeno

5.2.1 Efecto de los tratamientos en el contenido de liriodenina, lisicamina, aterospermidina y alcaloides

totales.

La mayor concentracion de alcaloides totales se obtuvo con el suministro de 30 mM N. En contraste, la menor
concentraciéon se detectd con el tratamiento de 60 mM N, el cual indujo a sintetizar 9.6 veces menos cantidad de
alcaloides que el registrado con el tratamiento de 30 mM N y 6.4 veces menos que con el tratamiento de 0 mM
N. Aunque el tratamiento 60 mM N disminuy6 la concentracion de alcaloides totales, la biosintesis de los

alcaloides no fue completamente inhibida (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de los tratamientos en el contenido de alcaloides totales de Annona diversifolia. Las letras

distintas sobre las columnas indican diferencias significativas (Tukey HSDt, P < 0.05).

5.2.2 Variacion diurna de los alcaloides aporfinicos
La concentracion de los alcaloides aporfinicos totales de A. diversifolia varié durante el periodo diurno con los
tres tratamientos. El contenido de los alcaloides totales fue mayor con el tratamiento de 30 mM N en la mayor

parte de los periodos evaluados (Figura 12).
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Figura 12. Contenido de alcaloides totales en Annona diversifolia durante el dia con tres suministros de N. Las
letras distintas sobre las columnas indican diferencias significativas (Tukey HSD, P <0.05).

Durante las primeras 12 h, la concentracion tanto de la liriodenina como de la aterospermidina en raices
tendié a disminuir con el incremento del suministro de nitrégeno (r = -0.615, P = 0.0030 y r = -0.7681, P =
0.0001, respectivamente). En el caso de lisicamina los resultados no fueron claros debido a que no se detectd
este alcaloide en los periodos de 0, 12 y 24 h. En los tallos el incremento en la concentracion de nitrdgeno tuvo
una tendencia negativa para liriodenina (r = -0.669, P = 0.0009), lisicamina (r = -0.522, P = 0.0151) y
aterospermidina (r = -0.447, P = 0.0417). Mientras que en las hojas, se observé que los contenidos de liriodenina
y lisicamina se incrementaron con el tratamiento de 60 mM N (r = 0.614, P = 0.0030), contrastando con los
contenidos de ambos alcaloides obtenidos en las raices y los tallos con el mismo tratamiento. El contenido de
aterospermidina fue la excepcion debido a que no cambi6 con ninguno de los tratamientos (F = 2.28, P =
0.1310).

La liriodenina presentd cambios en su concentacion durante el periodo diurno que fueron coincidentes y
notables dado que la liriodenina fue el alcaloide més abundante en A. diversifolia. Por ejemplo, el contenido de
liriodenina en las raices a las 0 h fue de 339.28 mg g*PS con el tratamiento de 30 mM N, mientras que a las 2 h
la concentracion de liriodenina fue de 861.88 mg g'PS; registrandose un incremento de 522.59 mg g'PS de
liriodenina de un periodo a otro. Asi mismo una cantidad similar de liriodenina disminuy6 durante el periodo de
4 h (511.24 mg g*PS) (Figura 13).
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En algunos casos fue notable que la disminucién de un alcaloide coincidiera con el incremento del otro,
ya sea en el mismo 6rgano y/o en drganos distintos. Por ejemplo, la disminucion de la concentracion de
liriodenina (511.24 mg g'PS) en las raices entre los periodos de 2 a 4 h, coincidié con el incremento del
contenido de los alcaloides totales en la planta (644.19 mg g'PS) del periodo posterior, es decir entre los
periodos de 4 a 6 h (Figura 13).
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Figura 13. Dindmica de la variacion de los alcaloides en el tratamiento de 30 mM N durante la primera mitad
del periodo diurno. Los valores representan los mg g!PS de liriodenina (Lirio), lisicamina (Lisic) y

aterospermidina (Athe).

6.3 Efecto 6rgano-especifico del nitrégeno en la concentracion de los alcaloides aporfinicos.

La concentracién de los alcaloides aporfinicos fue variable durante el periodo diurno y los principales cambios
con el suministro de los tres tratamientos ocurrieron durante las primeras 6 h del periodo diurno. Sin embargo, en
las raices y los tallos la principal variacién de los alcaloides fue registrada a las 2 y 6 h (09:00 y 13:00 h del dia,
respectivamente) en los tres tratamientos; mientras que en las hojas, el efecto del nitrégeno en el contenido de
los alcaloides aporfinicos se observo alas4 hy 6 h (11:00 y 13:00 h, respectivamente).

En particular, los contenidos de liriodenina, lisicamina y aterospermidina en las raices fueron mas altos
alas 2y 6 hcon los tratamientos de 0 y 30 mM N, comparado con el tratamiento de 60 mM N (Figura 14 A, D,
G). Los contenidos de los tres alcaloides en los tallos exhibieron patrones de respuesta similar que en las raices
durante los mismos periodos de tiempo. El contenido de los alcaloides en los tallos fue menor con el tratamiento

de 60 mM N (Figura 14 B, E, H) de la misma manera que en las raices (Figura 14 A, D, G).
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El mayor contenido de liriodenina y aterospermidina en las hojas se detectd a las 4 h con el suministro
de 0 mM Ny 30 mM N, respectivamente (Figura 14 C, I); en contraste, la mayor concentracién de lisicamina se
obtuvo con el tratamiento de 60 mM N durante ese periodo de tiempo (Figura 14 F). Sorprendentemente, las
concentraciones de liriodenina, lisicamina y aterospermidina fueron significativamente mayores con el
tratamiento de 60 mM N a las 6 h (Figura14 C, F, I).
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5.2.4 Efecto del nitrégeno en la actividad de la MFO y NCS
5.2.4.1 Monofenol monooxigenasa (MFO)

La actividad de la enzima monofenol monoxigenada (MFO) fue distinta en cada érgano de A. diversifolia. La
mayor actividad se registro en las hojas, seguido de los tallos y raices (Figura 15 A, B, C). La actividad de la
MFO en las raices no presentd diferencias significativas con el suministro de los tres tratamientos durante el
periodo de 2 h. En contraste con el periodo de 4 h, en el que su actividad fue mayor con el tratamiento de 30 mM
N, y las diferencias fueron significativas (Figura 15 A).

Con el suministro de nitrégeno, la enzima presentd un patron de actividad similar en los tallos y en las
hojas (tejido fotosintético) durante el periodo de 2 h (Figura 15 B, C). Se observé que la actividad de la MFO en
ambos 6rganos fue significativamente mayor con el tratamiento de 30 mM de N y a las 4 h con el tratamiento de
60 mM N (Figura 15 B, C). Es importante destacar que el patron de la actividad de la MFO registrado en el
tejido fotosintético fue inverso a lo observado en raices en los periodos de 2 y 4 h, aunque con diferentes

intensidades en cada érgano.

5.2.4.2 Norcoclaurina sintasa (NCS)

La mayor actividad de la NCS fue detectada en las hojas, seguida de los tallos y raices (Figura 16 D, E, F),
también el principal efecto del nitr6geno en la enzima se observo en el tejido fotosintético; durante las primeras
2 h se registré una mayor actividad enzimatica con el tratamiento de 30 mM N en los tallos y en las hojas (Figura
15 E, F), lo cual fue consistente con el mayor contenido de alcaloides totales en la planta durante las primeras 2

h con el mismo tratamiento (Figura 12).

Los tratamiento suministrados a las plantulas de A. diversifolia también influyeron en la velocidad de
respuesta de la NCS en cada érgano. La actividad de la NCS con el tratamiento de 0 mM de nitrégeno fue mas
tardia, debido a que no registr6 cambios en la actividad enzimatica en los tres 6rganos durante el periodo de 2 h
y la mayor actividad fue detectada en el periodo de 4 h (Figura 15 D, E, F), particularmente en el tejido
fotosintético (Figura 15 F). En contraste, la respuesta de la NCS a los tratamientos con aporte de nitrégeno fue
mas rapida, debido a que su actividad fue mayor en las hojas con el suministro de 30 y 60 mM N en las primeras
2 h (Figura 15 F).
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Figura 15. Actividad de las enzimas monofenol monooxigenasa (A, B, C) y norcoclaurina sintasa (D, E, F) en los érganos de A.
diversifolia en los periodos de 2 y 4 horas con tres tratamientos de nitrégeno (0, 30 y 60 mM). Los valores representan medias + SD de
cinco determinaciones y las diferentes letras sobre las columnas indican diferencias significativas (Tukey HSD, P <0.05).
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La ruta biosintética de los alcaloides bencilisoquinolinicos esti presente en todos los 6rganos de las
plantulas y los tratamientos con nitrégeno incrementaron la biosintesis de éstos alcaloides durante el periodo de
2 h en el tejido fotosintético, particularmente en las hojas (Figura 15 F). Lo cual es discrepante con la
concentracién de alcaloides totales obtenidos en este drgano en el mismo periodo de tiempo, debido a que el
menor contenido de alcaloides totales se obtuvo en las hojas y el mayor contenido en las raices (Figura 16). Por
lo tanto, estos resultados pudieran deberse a la translocacién de alcaloides bencilisoquinolinicos precursores y/o

de los alcaloides aporfinicos de las hojas a las raices.
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Figura 16. Comparacidn del efecto del nitrégeno en la actividad de la NCS y la concentracién de los alcaloides

totales en los 6rganos de A. diversifolia en el periodo de 2 horas. Prueba de rango multiple de Duncan, p <0.05.

En contraste con el periodo de 2 h, la actividad enzimética de la NCS durante el periodo de 4 h fue
significativamente mas relevante en el tejido fotosintético (tallos y hojas) con el tratamiento de 0 mM N que con
los tratamientos de 30 y 60 mM N. No obstante, la mayor cantidad de alcaloides totales con los tres tratamientos
se registr6 en las raices (Figura 16), lo que sugiere que la raiz no es el principal sitio de biosintesis de los
alcaloides y su principal funcién es el almacenamiento de los alcaloides bencilisoquinolinicos en A. diversifolia.

Aunque la actividad de la NCS a las 4 h fue mayor en tallos y hojas con el tratamiento de 0 mM N, no se
registré correlacion alguna con la concentracién de alcaloides totales en cada 6rgano (r = -0.660, P = 0.1536 y r
= -0.245, P = 0.6391, respectivamente) (Figura 17). Sin embargo, la concentracion de alcaloides totales de la
planta disminuy6 220.96 mg g*PS con el tratamiento de 0 mM N durante el periodo de 4 h (Figura 12). Lo que

sugiere que la ausencia de nitrdgeno condujo a un incremento de la cantidad de norcoclaurina sintasa en el
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extracto proteico, aunque no necesariamente se biosintetizaron mas alcaloides en los tallos y en las hojas de A.

diversifolia.
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Figura 17. Comparacion del efecto del nitrégeno en la actividad de la NCS y la concentracién de los alcaloides

totales en los 6rganos de A. diversifolia en el periodo de 4 horas. Prueba de rango multiple de Duncan, P <0.05.

Durante el periodo de 4 h, la actividad de la norcoclaurina sintasa no present6 diferencias significativas
entre los tratamientos de 30 y 60 mM N (F = 0.12, P = 0.7514) en los tres 6rganos y los valores de la actividad
enzimatica durante este periodo de tiempo fueron menores en comparacion con los registros obtenidos a las 2 h.
Lo cual es una evidencia de que el suministro de nitrdgeno es capaz de modificar la biosintesis de alcaloides
bencilisoquinolinicos en un lapso de tiempo de 2 horas.

Particularmente en las hojas, la actividad de la NCS tendi6 a disminuir entre las 2 y las 4 h con los
tratamientos de 30 y 60 mM N (r = -0.943, P = 0.0047 y r = -0.958, P = 0.0026, respectivamente). Si
consideramos que en las hojas se lleva a cabo la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos, la
disminucién de la actividad de la NSC podrian deberse a que con el nitrdgeno disminuy6 la cantidad de enzimas
presentes a las 4 h, o bien la enzima fué regulada por la cantidad de alcaloides biosintetizados durante el periodo

de 2 h.
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VI. DISCUSION

Efecto del los tratamientos de nitrégeno en el contenido de liriodenina, lisicamina, aterospermidina y
alcaloides totales.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar la concentracion de los alcaloides en funcion de la disponibilidad
del nitrogeno exdgeno. Los resultados obtenidos demostraron que el contenido de los alcaloides totales en A.
diversifolia fueron claramente afectados por la variacion en el suministro de nitrégeno (Figura 8). Se observd
gue la mayor concentracion de alcaloides totales se obtuvo con el suministro moderado de nitrégeno (30 mM),
mientras que la menor concentracion de alcaloides aporfinicos se registré con el suministro de 60 mM N.
Aungue no hay evidencia en la literatura cientifica de este fendmeno en los alcaloides aporfinicos, existen
estudios previos sobre el efecto del nitrdgeno en la biosintesis de la morfina un alcaloide bencilisoquinolinco que
comparte los primeros pasos de la ruta biosintética de los alcaloides aporfinicos. Los trabajos previos realizados
con P. somniferum en condiciones de campo demostraron que en condiciones deficientes de nitrégeno (0 kg h™)
y de suministro moderado de nitrégeno (40-100 kg h) la concentracién de la morfina se incrementa, en tanto
que con un suministro alto de nitrégeno la concentracion de este alcaloide disminuye (>100 kg h™*) (Costes et al.
1976; Khlaptsev 1978; Laughlin 1987; Yadav et al. 1984). Otras evidencia similares han sido observadas en los
estudios realizados con alcaloides de tipo feniletilamina del género Capsicum, en los cuales se ha reportado que
la concentracion del alcaloide capsaicina se incrementa con el suministro moderado de nitrégeno (5-30 mM) y
disminuye cuando se supera los 30 mM de N (Johnson and Decoteau 1996; Lindsey 1985; Medina-Lara et al.
2008). Nuestros resultados son similares a lo reportado con ambos tipos de alcaloides, debido a que la mayor

concentracion se obtiene con el suministro moderado de nitrogeno

Variacién diurna de los alcaloides aporfinicos
Los alcaloides aporfinicos presentaron variaciones en su concentracién con los tres tratamientos durante la
primera parte del periodo diurno, principalmente durante las primeras 6 h del experimento. En trabajos previos
ha sido reportado que la concentracién de los alcaloides varia naturalmente durante las primeras 6 h del periodo
diurno; por ejemplo, se ha reportado este fenémeno en especies como Datura stramonium (Hemberg y Fliick,
1953), Lupinus alba y Lupinus luteus (Birecka y Zebrowska, 1960; Wink y Witte, 1984), Conium maculatum
(Fairbairn y Suwal, 1961), Atropa belladonna (Fairbairn et al. 1964; Sporer et al. 1993), Nicotiana tabacum
(Tso et al. 1970) and Papaver somniferum ( Itenov et al. 1999) por mencionar solo algunos.

Existen distintas opiniones acerca de la variacion de los alcaloides durante el periodo diurno. Una de
ellas es la de Itenov et al. (1999) que propusieron la “hipotesis de dilucion”, que sugiere que los alcaloides de P.
somniferum son diluidos por el transporte de agua en el tejido vascular de la planta que esta controlado por la

tasa de transpiracion. Por lo que la variacién de los alcaloides durante el periodo diurno puede deberse mas a un
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efecto de dilucién que por los procesos enzimaticos involucrados en su biosintesis. Sin embargo esta explicacion
es poco convincente, debido a que nuestros resultados fueron obtenidos bajo condiciones controladas de luz,
humedad relativa y suministro de agua demostrando resultados similares. Por lo tanto, es poco probable que el
efecto de dilucion sea el principal factor que influya en la variacion de los alcaloides durante el dia, aunque no se
descarta que el trasporte de agua y la tasa de transpiracion coadyuven en el trasporte de alcaloides o precursores
de un o6rgano a otro durante el periodo diurno. También Drghse y Mglgaard (2000) estudiaron la variacion
estacional y diurna de los iridioides en Antirrhinus majus, determinando que la variacion de este tipo de
alcaloides no estuvo relacionada con los patrones de temperatura y el contenido de agua, aungue no ofrecen una
explicacion de la variacion de los iridioides.

Este fendmeno también ha sido reportado por Sporer et al. (1993) en la variacién diurna de los alcaloides
tropanicos de A. belladona. Ellos propusieron que la variacion diurna de los alcaloides tropanicos se debe a una
adaptacion evolutiva de la planta para la defensa contra herbivoros, de tal manera que L-hiosciamina (el
alcaloide méas abundante en ésta especie) se puede convertir facilmente en D-hiosciamina que es su forma
racémica inactiva, o bien convertirse facilmente en atropina. Por lo tanto, la defensa contra herbivoros es mas
versatil cuando la conversion de hiosciamina influye en el contenido de alcaloides durante el dia y con ello se
evita la biosintesis de novo durante los periodos de tiempo en los que la planta es atacada por herbivoros, aunque
también sugieren que la variacion se debe en parte a que la D-hiosciamina es continuamente degradada.

Consideramos que las posturas anteriores explican en parte los factores subyacentes que también pueden
influir en la concentracion de los alcaloides durante el periodo diurno. Sin embargo, los principales factores que
originan la variacién en la concentracién de estos compuestos podrian ser controlados por la actividad
metabdlica tanto primaria como secundaria, debido a que también son dinamicas durante el periodo diurno. Bajo
éste argumento los niveles de nitrogeno que se suministra durante éstos periodos de tiempo alteran la actividad
metabdlica de la planta.

Los trabajos realizados en especies como L. esculentum (Galangau et al. 1988), A. thaliana (Lea et al.
2006) y principalmente en N. tabacum por el equipo de Scheible y Stitt del Intituto Max Planck, han demostrado
gue la expresion y la actividad de las enzimas relacionadas con la asimilacién del nitrogeno se lleva a cabo
durante las primeras 6 h del periodo diurno. En las raices y hojas de N. tabacum la asimilacién de nitr6geno se
lleva a cabo principalmente entre las 2-4 h después de la iluminacion y los niveles de nitrégeno provocan
cambios importantes en el metabolismo primario; por ejemplo, la escasa disponibilidad de nitrégeno entre las 2-
4 h conduce a un incremento en la expresion y actividad de las enzimas nitrato reductasa, nitrito reductasa y
glutamina sintetasa implicadas en la asimilacion de nitrégeno y también incrementan la biosintesis y
disponibilidad de esqueletos carbonados. En contraste estos cambios en el metabolismo primario se invierten en
condiciones con altas concentraciones de este elemento (Scheible et al., 1997; Matt et al., 2001; Scheible et al.,

2004; Fritz et al., 2006). De acuerdo a estos trabajos se sabe que las enzimas implicadas en el ciclo GS-GOGAT
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cambian de acuerdo con el estatus de nitrégeno suministrado y los productos del ciclo GS-GOGAT influyen
directamente en la incorporacion del nitrdgeno en los precursores de los alcaloides.

En el caso de los alcaloides bencilisoquinolinicos no existen estudios que demuestren que la alteracion
del ciclo GS-GOGAT influya en su biosintesis, aunque podriamos sugerir que el ciclo GS-GOGAT altera la
incorporacion de nitrégeno a los precursores en la via poscorismato (Cuadrol) para la biosintesis de tirosina y en
consecuencia la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos. Debido a que los periodos de tiempo en los
cuales se registraron los principales cambios en la concentracion de los alcaloides aporfinicos en nuestro estudio,
fueron consistentes con los periodos de tiempo en donde ocurren los principales cambios en el metabolismo del
carbono y del nitrégeno en los estudios realizados por Scheible y Stitt. suponemos que la asimilacion de
nitrégeno durante los periodos de 2 a 6 h regula la biosintesis de los alcaloides aporfinicos en las raices, tallos y
hojas de A. diversifolia mediante la disponibilidad de la tirosina. Una evidencia de la relacién entre la
disponibilidad de la tirosina y la concentracion de alcaloides aporfinicos fue aportado por De la Cruz (2012) que
demostrd que la degradacién de las proteinas en semillas de A. diversifolia en etapa de imbibicion y de
emergencia radicular generan tirosina y fenilalanina en forma de aminoécidos libres, los cuales se
correlacionaron con el contenido de los alcaloides bencilisoquinolinicos, particularmente con la liriodenina.

También en este estudio se observo que el efecto del nitrégeno en los alcaloides totales no fue el mismo
a lo observado en los alcaloides liriodenina, lisicamina y aterospermidina durante los periodos de tiempo
evaluado. Si tomamos como ejemplo a la liriodenina, pudo observarse que la respuesta al tratamiento de 30 mM
N en raices, tallos y hojas (Figura 14 A, B, C) no corresponde al contenido de los alcaloides totales de la planta
durante las 2 y 6 h (Figura 12). Este efecto particular podria deberse a que los 6rganos no son tejidos aislados y
existe ya sea translocacion de alcaloides o bien interconversion debido a su semejanza estructural (Figura 6).
Evidencia de ello fue que se detect6 el incremento y/o disminucién coincidente del contenido de los alcaloides
en los érganos, principalmente en la liriodenina (el alcaloide mas abundante) (Figura 13). Lo anterior puede
explicarse en parte a fendmenos subyacentes o bien traslapados con el efecto del nitrégeno y que se relacionan
con la translocacion o la interconversion de los alcaloides en la planta. En el caso de la translocacion de los
alcaloides se sabe que es rapida y ha sido explicada por el trasporte de los alcaloides entre los 6rganos o bien por
su catabolismo (Abdolzadeh et al. 2006; Daddona et al. 1976; Dr@hse y M@lgaard 2000; Wink y Hartmann
1982; Wink y Witte 1984). En tanto que la interconversion no es un fendmeno nuevo en los alcaloides
bencilisoquinolinicos, debido a que fue reportada por primera vez por Winterstein y Trier desde 1910 en los
alcaloides del opio, y fue subsecuentemente reportada en otros estudios (Fairbairn et al. 1964; Fairbairn y El-
Masry 1967; Fairbairn y Suwal 1961; Rapoport et al. 1961), y también con otro tipo de alcaloides (Adibfar et al.
2011; Blom et al. 1991; Demeyer and Dejaegere 1992; Misra and Gupta 2006; Sporer et al. 1993; Tso et al.
1970). Un ejemplo particular fue el trabajo de Sporer et al. (1993) en el cual detectaron que la variacion de la L-

hiosciamina de A. belladona durante el periodo diurno se debe a la transformacién de este alcaloide en su forma
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racémica como D-hiosciamina o atropina. Algo similar a lo observado con la variacion interespecifica entre la
liriodenina (el alcaloide mas abundante en A. diversifolia) con lisicamina y aterospermidina.

Sin embargo, ambos fendmenos hacen dificil de discernir el efecto del nitrogeno en los alcaloides
aporfinicos de A. diversifolia, por lo que es necesario estudios de oxido-reduccion y marcado isotépico para

confirmar que esto suceda.

Efecto 6rgano-especifico del nitrdgeno en la concentracion de los alcaloides aporfinicos.
Se sabe que el nitrdgeno suministrado altera ampliamente el metabolismo primario y secundario (Scheible et al.
2004). Sin embargo, el nitrogeno afecta de distinta manera a los 6rganos, particularmente difieren en los tiempos
de respuesta del suministro de este elemento. En los resultados se observo que las raices y los tallos fueron los
6rganos que mas rapido respondieron a los cambios en el suministro de nitrégeno, debido a que los principales
cambios en el contenido de alcaloides se observaron a las 2 h. Esto se debi6 posiblemente a que las raices se
encuentran en contacto directo con la solucién nutritiva y tienen la funcion de la absorcion primaria de nitrégeno
en forma de nitrato a través de los transportadores NRT1 y NRT2, asi como los transportadores de amonio (AMT)
(Wirén et al., 2000; Amtmann y Blatt, 2009; Maathuis, 2009). El nitrégeno absorbido fue asimilado primero en
las raices y los tallos, debido a que se encargan tanto de asimilar como biosintetizar aminoacidos o precursores
de ellos tales como el glutamato y aspartato a través de las enzimas GS1 y GOGAT-NADH dependiente, que se
encuentran en ambos érganos (Wickert et al., 2007; Duca et al., 2011). Por lo tanto es posible que los cambios
en el metabolismo del nitrégeno en tallos y raices durante el periodo de 2 h hayan favorecido la disponibilidad
de tirosina para la biosintesis de alcaloides aporfinicos en estos 6rganos. Mientras que la disminucion de los
alcaloides aporfinicos totales a las 4 h y su posterior incremento a las 6 h (ver figura 12), podria ser reflejo de los
cambios en el metabolismo del nitrdgeno ya que la absorcién y asimilacion puede regularse por mecanismos
enzimaticos de retroalimentacién negativa (feedback) (Crawford, 1995; Wirén et al., 1997; Miller et al., 2007).
Los resultados de éste trabajo demostraron que las hojas tienen un papel preponderante en la asimilacién
de altas concentraciones de nitrégeno para la biosintesis de los alcaloides aporfinicos. Este 6rgano fue el Gnico
que respondid positivamente al suministro alto de nitrégeno, debido a que en las hojas de A. diversifolia se
observd el incremento del contenido de los alcaloides con el tratamiento de 60 mM N. Esto se debid
probablemente a que las hojas tienen un mayor potencial fotoreductor que favorece la asimilacién del nitrgeno
en exceso. Como se sabe el amonio excesivo producto de la reduccién del nitrato es metabolizado en las hojas
por la isoenzima glutamina sintetasa (GS2) dependiente de la fotosintesis y coordina la asimilacion de nitrégeno
en las hojas mediante esqueletos carbonados disponibles (Miao et al., 1991; Lillo, 2004; Wickert et al., 2007;
Simonovic y Anderson, 2008; Duca et al., 2011). Es posible que el suministro alto de nitrogeno favorecié la
acumulacion de tirosina, tal y como lo demostrd Fritz et al. (2006) en las hojas de tabaco, en las cuales los
amino&cidos menores (incluyendo a la tirosina) incrementan rdpidamente con el aporte de nitrégeno durante las

primeras 8 h del periodo diurno.
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Por otra parte, la biosintesis de tirosina se encuentra asociada al tejido fotosintético, debido a que las
enzimas que lo biosintetizan se encuentran particularmente en los cloroplastos (Rippert et al. 2009). Como se
sabe, la tirosina es el principal aminoacido precursor de los alcaloides bencilisoquinolinicos y su disponibilidad
podria facilitar la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos en P. somniferum (Lee y Facchini, 2011).
Como hipotesis podriamos sugerir que estas condiciones pudieron haber favorecido la disponibilidad de la
tirosina para la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos en las hojas, la cual podria relacionarse con la
actividad de las enzimas prefenato aminotransferasa (PPA) y arogenato deshidrogenasa (ADH). Dado que en
estudios previos se ha demostrado que la PPA incrementa su actividad con mayores concentraciones de los
acarreadores de nitrégeno como el glutamato y el aspartato (Bonner y Jensen, 1985; Siehl et al., 1986; De-
Eknamkul y Ellis, 1988; Maeda et al., 2010a, 2010b; Maeda et al., 2012) facilitando de esta manera los
precursores para la biosintesis tirosina catalizado por la ADH. Esta ultima ubicada en el estroma de los
cloroplastos y regulada estrictamente por la tirosina (Rippert et al., 2009; Schenck et al., 2015).

En resumen, los efectos significativos del nitrogeno en el contenido de alcaloides se presentaron durante
la primera mitad del periodo diurno, lo que podria deberse a las tasas de incorporacién del nitrégeno en el
metabolismo de A. diversifolia durante los periodos de asimilacion de este elemento. También se detectaron
posibles efectos subyacentes como la translocacion y la interconversion de los alcaloides. Es por ello que para
saber si el nitrgeno afecta la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos, se evalu6 la actividad de las
enzimas monofenol monoxigenasa y norcoclaurina sintasa que estan implicadas en los primeros pasos de la

biosintesis.

Efecto del nitrégeno en la actividad de la MFO y NCS

Monofenol monooxigenasa (MFO)

La actividad de la MFO en tallos y hojas fue afectada por los niveles del suministro de nitrogeno principalmente
con el tratamiento de 30 mM N durante las 2 primeras horas. El nitrdgeno impact6 principalmente al tejido
fotosintético, por lo que la mayor actividad de la enzima fue detectada en tallos y hojas Ademas se conoce que
las MFO se encuentran principalmente en los cloroplastos y que su actividad se encuentra estrechamente
relacionada con la actividad fotosintetica (Tolbert, 1973) lo que es consistente con los resultados obtenidos. Asi
mismo se observé la mayor actividad de esta enzima a las 4 h bajo condiciones de deficiencia y alto suministro
de nitrégeno. Lo que sugiere que podria estar mas relacionada con la respuesta hipersensible derivada de las
condiciones de estrés oxidativo debido al exceso o deficiencia de nitrgeno, o bien podria estar involucrada en
otras funciones de la enzima,ya que las monoxigenasas pueden aceptar un amplio rango de sustratos y carecen de
especificidad (Constabel y Barbehenn, 2008). Debido a ello es posible que durante las 2 primeras horas la MFO

intervenga en la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos y posteriormente participe en otras funciones
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relacionadas con el estrés oxidativo. No obstante, los resultados obtenidos no son lo suficientemente claros para

conocer su relacion en la respuesta del nitrégeno en la biosintesis de los alcaloides aporfinicos de A. diversifolia.

Norcoclaurina sintasa (NCS)
El principal efecto del nitrogeno se expreso en una mayor actividad de la norcoclaurina sintasa en las hojas,
seguida de los tallos y raices (Figura 13 D, E, F).

Los resultados de la actividad de esta enzima demostraron que el tejido fotosintético juega un papel

importante entre la relacion de la asimilacion del nitrogeno y la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos.
Debido a que en las hojas la actividad de la enzima fue mayor con los tratamientos de 30 y 60 mM N durante las
primeras 2 h (Figura 12 F). Se sab que durante las primeras 2 h la asimilacion de nitrogeno es alta y se requiere
una gran cantidad de energia para la reduccion de nitrato a nitrito (8 electrones por molécula de nitrato)
(Crawford, 1995; Wickert et al., 2007). Considerando ademas que la fotosintesis y la respiracion en las hojas
proveen los esqueletos carbonados para la incorporacion del nitrégeno al metabolismo y la produccién de
aminodcidos (Foyer et al., 2003). Asi mismo, los equivalentes reductores necesarios para la reduccion del nitrato
tienen su origen en los cloroplastos y el proceso se encuentra estrechamente relacionado con la luz por lo tanto la
luz y la actividad fotosintética son capaces de influir en la tasa de asimilacion de nitrégeno que se lleva a cabo en
las hojas (Foyer et al., 2003; Foyer et al., 2011). Estos cambios en la tasa de asimilacion de nitrégeno también
influyen en la disponibilidad de precursores de los aminoacidos aromaticos. Algunos datos han sido aportados
por Scheible et al. (1997) y Sttit et al. (2002) estudiando la relacion de la asimilacion de nitrégeno y su efecto en
el metabolismo primario en hojas de tabaco. En ambos trabajos se demostré que durante las primeras 4 h del
periodo de luz, el incremento de la asimilacion de nitrégeno provoca que la sintesis y disponibilidad de
carbohidratos disminuya, lo que provoca que una mayor cantidad de carbono se convierta a fosfoenol piruvato y
favorezca la biosintesis de aminoacidos aromaticos.
Ademas en as hojas se biosintetiza la tirosina, un precursor requerido para la biosintesis de alcaloides (Rippert et
al., 2009; Schenck et al., 2015). Los resultados y antecedentes mencionados apoyan la propuesta de ésta tesis de
que la asimilacién activa de nitrégeno durante las primeras 2 h se llevé a cabo en las hojas de A. divesifolia lo
que favorecid a la disponibilidad de tirosina para la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos.

En contraste, la actividad de la norcoclaurina sintasa fue menor con el tratamiento de 0 mM N durante
las primeras 2 h en los tres 6rganos de A. diversifolia, lo que indicé que el déficit de nitrégeno limité la actividad
de la norcoclaurina sintasa en las hojas, pero la biosintesis de alcaloides no fue inhibida (Figura 16). De acuerdo
a estudios previos con hojas de tabaco se ha demostrado que aunque en condiciones deficientes de nitrdgeno la
biosintesis de metabolitos secundarios se induce (Fritz et al., 2004; Scheible et al., 2004), el metabolismo de los
amino&cidos se reprime (Scheible et al., 2004). Por lo tanto, la tirosina disponible para la biosintesis de
alcaloides bencilisoquinolinicos podria haber sido obtenida de los pools de aminoacidos o bien de la proteolisis

de proteinas. Aunque éste aspecto ain no ha sido estudiado, el trabajo realizado en Datura stramonium por
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Gupta y Gipson (1972) en el cual evaluaron la tasa de incorporacién de los aminoacidos a los alcaloides
tropanicos, demostraron que la prolina resultante de la degradacion de proteinas fué incorporada a la
hiosciamina. Mientras que la mayor actividad de la norcoclaurina sintasa a las 4 h en el tratamiento sin nitrégeno
en el tejido fotosintético pudo haberse inducido por los cambios en el metabolismo del carbono en esos drganos.

En resumen, se considera que el principal 6rgano en donde se llevan a cabo los primeros pasos
biosintéticos son las hojas, debido a que la mayor actividad de la norcoclaurina sintasa se detectd en éste 6rgano
y que los alcaloides biosintetizados son movilizados a las raices las cuales podrian también considerarse como el
principal sitio de almacenamiento de los alcaloides bencilisoquinolincos en A. diversifolia. Evidencia de ello es
el estudio de Castro-Moreno et al. (2013) sobre la variacion estacional de liriodenina en ejemplares juveniles y
adultos de A. lutescens. En este trabajo la mayor concentracién de liriodenina se detect6 en las raices. Ademas se
observé que el incremento significativo del contenido de liriodenina en las raices ocurrié simultdneamente con la
senescencia y la ligera disminucion de alcaloides en tallos durante la temporada de sequia. El nitrégeno es un
factor que influye en la biosintesis de estos alcaloides, aunque existen factores subyacentes que estan
involucrados en su efecto. Por Gltimo, la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos y particularmente de
los alcaloides aporfinicos de A. diversifolia no se inhibe en condiciones deficientes de nitrogeno por lo que se
considera que esta ruta biosintética es privilegiada para esta especie.

Este trabajo aporta un nuevo panorama sobre el estudio del nitrogeno en las plantas, el cual permite
conocer algunos de los factores que inciden en la biosintesis de los alcaloides. Asi mismo se incorporan nuevas
interrogantes las cuales pueden ser originar futuros estudios sobre el efecto del nitrogeno en la biosintesis de los

alcaloides en las plantas.

VII.  CONCLUSIONES

La biosintesis de alcaloides bencilisoquiolincos de A. divesifolia es afectada por el suministro de nitrogeno.

El efecto del nitrogeno en la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos es variable durante el dia,

principalmente durante la primera mitad del periodo diurno.

Las hojas parecen ser el principal sitio de biosintesis de alcaloides bencilioquinolinicos y son mayormente

afectadas por el suministro de nitrégeno.

Las raices se consideran como el principal 6rgano de almacenamiento de éstos compuestos.

El efecto del nitrdgeno en el contenido de alcaloides totales en la planta, no representa de manera general el

efecto en los alcaloides liriodenina, lisicamina y aterospermidina.
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La biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolinicos y particularmente de los alcaloides aporfinicos de A.
diversifolia no se inhibe en condiciones deficientes de nitrogeno, por lo que se considera que esta ruta
biosintética es privilegiada.
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IX. ANEXOS

Anexo 1
Cuadro 1. Composicion de la solucion Murashige y Skoog (1962) modificada.
Tratamientos 60 MM N 45 mM N 30 MM N 015 mM N 0deN
Macroelementos (ppm)

NH4NOs 1650 1224 816 408 0
KNO3 1900 1457 971 486 0
KOH 0 245 515 783 1054

CaCl2.2H20 440 440 440 440 440

MgSOs.7H20* 370 370 370 370 370

KH2PO4 170 170 170 170 170

Na:EDTA 373 373 37.3 37.3 37.3

FeSO4.7H20 218 27.8 27.8 27.8 27.8
Microelementos (ppm)

HsPOs 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2
MnSO4.Hz0 16.9 16.9 16.9 16.9 16.9
ZnS04.7H20 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6

Kl 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83
Na2Mo004.2H20 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
CuSO4.5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
CoCl2.6H.0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
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Anexo 2

Cuadro I1. Composicion de sales de la solucion Murashige y Skoog (1962).

Tratamiento

Sales 60 Mm N 30 mMN 0 mMN

NHsNO3 1650 816 -
KNO3 1900 971 -
KOH - 515 1054
CaCl2-2H20 440 440 440
MgSQO4-7H20 370 370 370
KH2PO4 170 170 170
FeSO47H20 27.8 27.8 27.8
Na.EDTA 37.3 37.3 37.3
MnSO4-H20 16.9 16.9 16.9
ZnS047H.0 8.6 8.6 8.6
Kl 0.83 0.83 0.83
CuS0O45H20 0.025 0.025 0.025
CoCl2:6H20 0.025 0.025 0.025
H3BOs 6.2 6.2 6.2

NaMoO4-H20 0.25 0.25 0.25




Anexo 3

Espectro de RMN 'H de alcaloide aterospermidina
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Anexo 4

Proceso de separacion del alcaloide dicentrinona

Extracto alcaloidal de hojas
% — Alcaloide mayoritario (146 mg)

CHCL:-MeOH (8:1)

A 4

Particion del extracto

| Extractn alealnidal

alcaloidal

} !

Hexano AcOet CHClz MeOH
(10.22 mg) (31.31 mg) (53. 10 mg) (31.10 mg)

~—

A

Separacion por CPP
CHCIs-MeOH (9:1)

Y

CHCL-MeOH (9:1)

Recuperacién del

alcaloide por filtracién Dicentrinona—> &

|

Alcaloide puro

CHCL-MeOH (9:1)

Liio Hex AcOet CHCl; MeOH (7.2 mg)

Diagrama 1. Proceso de separacion y purificacion del alcaloide dicentrinona en hojas del ejemplar adulto.
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Figura 1. Espectro de masas del alcaloide dicentrinona aislado de hojas de ejemplar adulto.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Aporphine alkaloids are secondary metabolites that are obtained in Received 2 April 2015

low levels from species of the Annonaceae family. Nitrogen addition Accepted 26 December 2015
may increase the alkaloid content in plants. However, previous studies KEYWORDS

published did not consider that nitrogen could change the alkaloid Liriodenine;

content throughout the day. We conducted this short-term study to atherospermidine;
determine the effects of nitrogen applied throughout the diurnal lysicamine; diurnal variation;
period on the aporphine alkaloids via measurements conducted hydroponic

on the roots, stems and leaves of Annona diversifolia seedlings. The

60-day-old seedlings were cultured with the addition of three levels

of nitrogen (0, 30 and 60 mM), and alkaloid extracts were analysed

using high-performance liquid chromatography. The highest total

alkaloid content was measured in the treatment with moderate

nitrogen supply. Further, the levels of aporphine alkaloids changed

significantly in the first few hours of the diurnal period. We conclude

that aporphine alkaloid content increased with moderate nitrogen

supply and exhibited diurnal variation.
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