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Resumen

Efecto de la aplicacion de elicitores sobre la produccion de3-4hidroxiwithandlido E, en raices transformadas dePhysals
peruvianaL. Objetivo: Estudiar la produccion del metabolif@-Hidroxiwithandélido E, mediante el cultivo in vitro de raices transformadas

de uchuvaRhysalis peruviana.) y evaluar el efecto de la influencia de la aplicacion de diferentes elicitores sobre la produccion de dicho
metabolito Materiales y métodos:Se obtuvieron raices transformada®tgsalis peruviana. mediante infeccién cof\grobacterium
rhizogenes<C106. Se cultivaron las raices transformadas en medio liquido Murashige & Skoog, durante cuatro semanas, al cabo de las
cuales se aplicaron diferentes concentraciones de sulfato de cobre, acido salicilico y &cido jasmonico durante 24 hifesd 8k cua
contenido del metabolito por cromatografia liquRlesultados:Al cuantificar la produccion de34hidroxiwithandlido E presente en los
tejidos se encontré la mayor produccioén (0,323 mg/g raices secas) luego de aplicar acido salicilico a una concentrabiécode10 m
elicitor. ConclusionesSe logré aumentar la produccion delidroxiwithanolido E mediante la aplicacion de elicitores tales como acido
salicilico y sulfato de cobre, en raices de uchuva transformaddgouvacterium rhizogeneka mayor concentracion del metabolito
obtenida corresponde a 1,538 veces la encontrada en las raices sin tratamiento con elicitores.

Palabras clave:elicitores, $-Hidroxiwithandlido E, Physalis peruviana L., raices transformadas.

Abstract

Effect of elicitor application on the production of 4-hydroxy withanolide E by hairy roots of Physalis peruvianaObijectives: To

study the metabolite B-hydroxy withanolide E production by the in vitro culture of golden bdrhyéalis peruviand.) transformed

roots, and to evaluate the effect of different elicitors on the metabolite prodiMdtderials and methods: Hairy roots ofPhysalis
peruvianal. were obtained through infection witkgrobacterium rhizogenes106. Hairy roots were cultured on Murashige & Skoog
liquid medium for four weeks, before being exposed to different concentrations of copper sulfate, salicylic acid and @Edrdonima

24 hours. Metabolite contents were quantified using High Performance Liquid Chromatogegliys: The highest amount of @
hydroxy withanolide E in hairy root tissues (0.323 mg/g of dry roots) was obtained after exposing the tissues to 10 ncMdlayli
elicitor. Conclusions: 43-hydroxy withanolide E production in hairy roots was improved by using elicitors such as salicylic acid and
copper sulphate. The highest concentration of the metabolite in hairy roots treated with elicitors was 1.538 times tioacentration
(without elicitor treatment).

Key words: elicitors, hairy roots, $-hydroxy withanolide EPhysalis peruviand.
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Resumo

Efeito da aplicagdo de elicitores sobre a producéo d@-4hidroxiwithandlido E, em raizes transformadas déPhysalis peruviand..

Objetivo: Estudar a producéo do metabolifptidroxiwithandlido E em cultivo in vitro de raizes transformadas de “uchirg/salis
peruvianal.) e avaliar o efeito da influéncia da aplicacdo de diferentes elicitores na producéo deste miglateoiés e métodosForam

obtidas raizes transformadasRlgysalis peruvian&. através da infecgdo coftgrobacterium rhizogendgs106. Cultivaram-se durante

quatro semanas as raizes transformadas em meio liquido Murashige & Skoog, depois se aplicaram diferentes concentrdes de sulfa
cobre, acido salicilico e acido jasmoénico durante 24 horas. Quantificou-se o contelido do metabolito por cromatogr&féeslitiattizs:

Ao quantificar a producdo d@-hidroxiwithanélido E presente nos tecidos encontrou-se a maior producao (0,323mg/g raizes seca) apos
aplicacéo do acido salicilico a uma concentragdo de 10 mM como eBaimiusdesAumentou-se a produgdo dé-didroxiwithandlido

E aplicando elicitores como o acido salicilico e sulfato de cobre, nas raRbgsddis peruviand . transformadas coigrobacterium
rhizogenesA maior concentragcao do metabolito é 1,538 vezes a encontrada nas raizes nao tratadas com elicitores.

Palavras chaveelicitores, $-Hidroxiwithanoélido E Physalis peruviaa L., raizes transformadas.

Introduccion producida porTrypanosoma cruzy leishmaniasis por
Leishmania amazonei(3).
La uchuvaPhysalis peruviand.) perteneciente a la fami-
lia Solanaceaeha sido estudiada desde el punto de vistaTambién se han estudiado las actividades de whitanélidos
fitoquimico por sus caracteristicas terapéuticas. Su activieresentes efPhysalis philadelphicagspecialmente con-
dad se atribuye a la presencia de withandlidos, compuestega cancer realizando ensayiosvitro para determinar la
quimicos reconocidos por sus propiedades medicinales. Liaduccion de quinona reductasa y la inhibicion de células
withaferina A, aislada a partir d&/ithania somniferayna  epiteliales JB6 (4),(5).
planta proveniente de la India ha mostrado actividad
citotoxica contra células tumorales en humanos (1). Se hRelacionando los whitandlidos con mecanismos quimi-
estudiado la efectividad de tres withandlidos provenientegos de defensa de las plantas, se ha investigado su activi-
de Acnistus arborescersobre un panel de lineas humanasdad antialimentaria sobre poblaciones de insectos (6). El
de células cancerosas, entre otras: BC-1 (cancer de mamap-hidroxiwithanélido E, es uno de los withanélidos pre-
Lul (cancer de pulmones), KB (carcinoma epidérmico), KB-sentes ePhysalis peruviana. (7). Dicho compuesto fue
V1 (lineas celulares resistentes a la vinblastina) y LNCaRislado anteriormente desde plantas cultivadas en la saba-
(cancer de la préstata de dependencia hormonal) (2). na de Bogota y producido en raicedPthgsalis peruviana
L. cultivadasin vitro (8).
De Physalis angulatae han aislado withanélidos con ac-
tividad para el tratamiento de enfermedades tropicales caukn la figura 1, se puede observar la estructura molecular
sadas por protozoarios, tales como la enfermedad de Chagdel El 43-hidroxiwithandlido E.

HO

Figura 1. Estructura quimica del 4[3-hidroxiwithandlido E
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Efecto de la aplicacion de elicitores sobre la produccién de 4b-hidroxiwithandlido E.

En trabajos posteriores realizados en el Departamento de |B- fue Physalis peruviand.., fenotipo Colombia, perte-
genieria Quimica de la Universidad Nacional de Colombia seeciente a la famili&olanaceag proveniente de la sa-
ha investigado la transformacion de las raicePhigsalis  bana de BogotdPara el trabajo se utilizaron segmentos
peruvianal., mediante la infeccién coAgrobacterium de raices transformadas mediamtgrobacterium
rhizogenesomo alternativa para la produccion de raices adrhizogenesC106, mantenidas en medio liquido
venticias capaces de sintetizgrhidroxiwithandlido E. Re-  Murashige & Skoog (12).
sultados previos han demostrado que la velocidad de
crecimiento de las raices transformadas es mayor comparabdedio de cultivo y condiciones de cultivo
con la de las no transformadas (9).

Los cultivos se realizaron sobre medio Murashige & Skoog
La modificacion de las raices mediante infeccion con(MS) (12), suplementado con sacarosa (30 g/L). Todos los
Agrobacterium rhizogenelsa sido planteada como una reactivos usados fueron de grado analitico Merck y Sigma
estrategia para incrementar la produccion de biomasa Rlant Cell Culture Reagents. El medio se ajusto a pH 5,8.
por lo tanto de metabolitos secundarios en plantas cultiva-0s segmentos de raices adventicias se cultivaron en fras-
dasin vitro; ademas de ésta, se han estudiado la adicién dzos de vidrio transparente de 100 mL de capacidad, con 10
precursores y otras estrategias para incrementar la produeil de medio (MS) liquido cada uno. Los frascos se cubrie-
cién de metabolitos secundarios, resultando la “elicitacion’ron con papel aluminio y se agitaron de forma orbital a 70
una de las méas exitosas. Esta consiste en aplicar estrggn, en completa oscuridad a 20 + 2°C, durante 4 semanas.
fisico o quimico a las suspensiones celulares y/o los tejiPosteriormente se llevé a cabo la aplicacion de elicitores.
dos para que aumente la producciéon de metabolitos secun-
darios a niveles que normalmente no se producen. Existenlicitores
elicitores bidticos (quitosan, micelio de hongos, bacterias
y levaduras) y abiéticos (temperatura, Luz UV, sales d&<0mo agentes de elicitacion se utilizaron sulfato de cobre
metales pesados, pktc.) (10, 11). Dentro de los elicitores (Merck) 0,1 y 0,2 mM, acido jasménico (Sigma Aldrich)
bi¢ticos, ademas de algunos microorganismos y los extractésl Mg/L y 1 mg/L y acido salicilico (Merck) 1y 10 mM.
de los mismos emp|eados Comunmente, es posib|e ConsidEl tratamiento con los elicitores se realiz6é durante 24 ho-
rar moléculas que acttian como sefiales endogenas en I&$: adicionando dichas concentraciones al medio de cul-
mecanismos de defensa de las plantas, tales como el acil40 presente y manteniendo las demas condiciones
salicilico y el acido jasmoénico entre otros. De otro lado,(0scuridad, agitacion orbital de 70 rpm y temperatura de
dentro del grupo de elicitores abiéticos se encuentran sugd * 2° C).
tancias que pueden ocasionar cambios osméticos al cultivo ) o .
como lo hacen iones metalicos, dando lugar a unioneEStandar de 4-hidroxiwithanolido E

indiscriminadas con algunos constituyentes bioldgicos de

las células que alteran el funcionamiento de las mismas ara la cuantificacién se contd con un sustancia aislada de
favoreciendo la liberaciéon de los metabolitos al medio d aices confirmada por resonancia magnética nuclear (RMN)
cultivo (9) como $-hidroxiwithandlido E (ensayos resonancia nu-

clear de'H, *C, andlisis COSY, HMBC y HMQC) en la

La aplicacién de elicitores como estrategia biotecnolégica egniversidad de Cordoba (Argentina) (8).

de importancia en el estudio de los procesos relacionados con ., . . .
el cultivo de material vegetal, puesto que permite alcanzaeXtraccion de 43-hidroxiwithanolido E

mayor productividad de algunos metabolitos secundario%uego del proceso de elicitacion, las raices se secaron a

generar conocimiento sobre las respuestas fisioldgicas de I?s : ;
. L emperatura ambiente durante 4 dias. Se maceraron 100
plantas y desarrollar estrategias para la purificacion y extrac-

i6n simultanea tabolitos de ori al duci mg de raices secas y se colocaron en 20 mL de agua en
clion simuftaneaie metabolitos de origen vegetal, product- o, jjicign por 20 minutos para extraer el metabolito. Pos-
dosin vitro mediante el cultivo de tejidos vegetales.

teriormente cada muestra se filtré y el agua se evaporé
) , hasta sequedad, luego se adicionaron 15 mL de acetato
Materiales y metodos de etilo, se homogeneizé y pasé a través de una columna

de silica gel 60 (Merck), usada con el fin de purificar la

muestra. Después del paso de la muestra por la columna
Material biolégico de purificacién el solvente se evapord y a continuacion

se adicionaron 2 mL de la fase movil para redisolver la
La especie vegetal utilizada para inducir el crecimiento denuestra y someterla a analisis por cromatografia liquida
raices transformadas y produccidtidroxiwithanélido  (CLAE).
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Analisis cuantitativo de Analisis estadistico
4B-hidroxiwithandlido E por cromatografia

o .. . Los resultados de los experimentos de elicitacion se anali-
liguida de alta eficiencia (CLAE) P

zaron mediante una prueba de varianza simple (ANOVA).

Para este analisis se empled un equipo Wat@réaters, Como herrgmienta informét_ica se utiliz,(’) _Statgraphics
Milford, MA, USA), con detector de absorbancia UV 486 a Plus® de Mlcrosoft®._ ,Se reahzaron_tres repllf:as por ensa-
225 nm. Todos los datos se procesaron mediante el soff®: Para la comparacion de las medias se us6 una prueba de

ware Millenium 2.15.01 de Waters (Milford, MA, USA). Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Se utilizé como fase mavil una solucion 65% en volumenResultados

de acetonitrilo grado CLAE (Merck KGaA, 64271

Darmstadt, Germany) y 35% de agua grado CLAE (MilliQ). En la figura 2, se encuentran los datos de la produccion de
El flujo se mantuvo en 1,3 mL/min. Para el andlisis se4B-hidroxiwhitandlido E para los diferentes tratamientos
conto con una columna, (&n fase reversa de 100 mm de con los elicitores.

longitud y 4,6 mm de diametro, (Chromolith Performance

RP-18, Merck KGA 64271 Darmstadt, Alemania). El volu-

men de las muestras inyectadas corresponde a 20 pL. '-Biscusién

analisis se realizaron a temperatura ambiente y el tiempo

de cada uno se fijo en 5 minutos. En la figura 2 se muestran las tendencias dentro de cada
tratamiento con los diferentes elicitores. De este modo es
El tiempo de retencion registrado para @Hidro-  posible observar como al incrementar la concentracion

xiwithandlido E, fue de 1,1 + 0,5 minutos y su concentra-de |os elicitores sulfato de cobre y de acido salicilico se
cion en el extracto se cuantifico mediante una curva d@precia un aumento en la cantidad deB- 4

calibracion, indice de Pearson 0,994. hidroxiwhitanélido E presente en las raices. Mientras que
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Figura 2. Concentracion de 4B-hidroxiwhitanolido E obtenida en raices transformadas de Physalis peruviana
L., sometidas a elicitacion.
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Efecto de la aplicacion de elicitores sobre la produccién de 4b-hidroxiwithandlido E.

la aplicacion de acido jasmonico como elicitor trae comasin ser sometidas a elicitacion de 0,210 mg/g de raiz seca
resultado la disminucion en la cantidad dfl-4 supera resultados anteriores.

hidroxiwhitanélido E presente en las raices, esta dismi-

nucion es del 4% para el caso de la adicién de écid(t .

jasménico 0,1 mM y del 29,68% para la adicién del mis- onclusiones

mo elicitor a una concentracion de 0,2 mM. Sin embargose logré aumentar la produccion dgifidroxiwhitanolido

al aplicar la prueba de Tukey se encontro gue no eXiStE en raices de uchuva transformadas Agrobacterium

una diferencia estadisticamente significativa entre las, . ; o -
: . . . . rhizogenespor medio de la aplicacion de elicitores tales
medias correspondientes a los tratamientos con &acido . o L )
. . como &cido salicilico y sulfato de cobre. La maxima canti-
jasmonico y el control que corresponde a la concentra- . AR N
- A . . dad del $# -hidroxiwhitandlido E encontrada en los teji-
cion del metabolito en las raices que no recibieron trataaOS fue de 0.323 ma/a de raiz seca. valor que corresponde
miento con elicitores. ’ 9’9 ' q P

a 1,538 veces el encontrada en las raices sin tratamiento
4 con elicitores. Este trabajo es pionero en las pruebas de
e(;;Iicitacién con raices modificadas de uchuRhaysalis
geruvianaL.), por esta razon se recomienda estudiar mas

De los valores encontrados para la concentraciondel
hidroxiwhitandlido E, en cada uno de los ensayos se pu
de comentar que la mayor cantidad de metabolito s

encontré para la prueba con acido salicilico a una Concerg_etalladamente el mecanismo de acciéon de los elicitores

tracién de 10 mM, lograndose un aumento del 53,8% soestudiados sobre los tejidos de las raices, incluyendo sus

bre la cantidad de metabolito reportada para las raicegosibles acciones como liberadores del metabolito al me-

consideradas como control. Mientras que en el caso de 1840 de cultivo.
raices sometidas a elicitacién con acido salicilico 1 mM el
aumento solo fue del 1,55%. Agradecimientos

Para los ensayos con sulfato de cobre se puede decir qge agradece a Colciencias por su Apoyo a Doctorados Na-
en el caso de la concentracién de 0,1 mM y 0,2 mM logionales Convocatoria 2005.

aumentos en la concentracion del metabolito sobre los

valores reportados para el control fueron de 33,20% )i: L,

49,53% respectivamente. Inanciacion

Sin embargo al hacer la prueba de comparacion de medi te trabajo se desarroll6 bajo el proyecto “Estudio para la

se encontré que los resultados obtenidos para la adicion Gtencion raices adventicias de uchtiayGalis peruviana
sulfato de cobre a 0,1 y 0,2 mM y acido salicilico 10 mM,L') mediante la infeccion coAgrobacterium rhizogenes

respecto a la produccion de metabolito no presentan difé€valuacion de la produccion de withaesteroides”, codigo
rencias estadisticamente significativas, como si ocurre en 8{L75, financiado por Vicerrectoria de Investigaciones de la
caso de comparar con el blanco (prueba de Tukey al 95%}/niversidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.

Considerando que el acido salicilico incrementa la proconflictos de intereses

duccion de B-hidroxiwhitanélido E, y teniendo en cuenta

que estudios previos han demostrado que los withanoliros autores declaran que no hay conflictos de intereses.
dos participan en los mecanismos quimicos de defensa de

las plantas e inclusive han llegado a establecer su activi-

dad antialimentaria en insectos (6), se puede presumir q .

tanto los elicitores como el metabolito producido inter-LlQeferenCIaS
vienen en estos mecanismos. Suposicion que encuent_rLa
soporte en las evidencias que existen sobre las interacciones Growth inhibition of human tumor cell lines by
entre el cido salicilico y los mecanismos de defensa, aun- withanolides from Withania somnifera leavasfe
gue aun faltan por elucidar los componentes implicados y Sciences2003;74 (1): 125-132.

la forma en que estas interacciones se llevan a cabo (13).
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