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Resumen

El gran interés comercial que existe para la Guadua angustifolia ha creado la necesidad
de disenar estrategias para generar cultivares mejorados. Los problemas asociados a la
propagaciéon de esta especie hacen de los protoplastos una alternativa interesante para
su mejoramiento genético. Para ello, se indujo la formacidon de callo a partir de
segmentos basales de brotes jovenes y puntas de raiz de plantas de G. angustifolia
establecidas in vitro. Se Ufilizd los reguladores de crecimiento dcido 2.4-
diclorofenoxiacetico (2,4-D) a 0, 3 y 6 mg/l vy 2,4-D a 3 mg/l en combinacién con
fidiazurdn (TDZ) a 0,01 mg/l; todos los explantes se mantuvieron en oscuridad. El
fratamiento en que mas explantes desarrollaron callo fue el de 2,4-D a 6 mg/|. tanto para
brotes j6venes (92%), como para puntas de raiz (76%). Los callos obtenidos a partir de
segmentos de brote fueron 100% blancos y en su mayoria friables, con excepcion del
tratamiento 2,4-D+TDZ en el cual el 50% de los callos fue de color café y el 100% de ellos
tuve apariencia nodular. Por otro lado, el 100% de los callos formados a partir de las
puntas de raiz en todos los tratamientos fue blanco y en su mayoria con apariencia
nodular. Los callos formados se fransfiieron a medios de crecimiento, de los cuales
Unicamente los adicionados con sélo 2,4-D presentaron crecimiento. El tfratamiento con
10 mg/l de 2,4-D mostrd la menor oxidacion a los tres meses de cultivo. A partir de los
callos formados de segmentos de brote, se establecieron suspensiones celulares en 2,4-D
a 10 mg/l. Se obtuvo un incremento de 250% en el volumen de células compactas (VCC)
en los primeros 15 dias de cultivo.,

Se redlizaron varias pruebas para aislar protoplastos a partir de hojas tanto de
invernadero como de plantas establecidas in vifro, asi como de los callos y suspensiones
celulares previamente formadas. No se logré obtener protoplastos a partir de hojas (ni de
in vitro ni de invernadero). En cuanto a los callos, se observé el oscurecimiento del tejido y
del medio durante la digestion de la pared celular. El andlisis mediante cromatografia
liquida de dalta resolucion (HPLC) mostréd la presencia de dos compuestos fendlicos
liberados durante la digestion. La adicién de cisteina (5,3 g/l) a la solucidn enzimatica
disminuy¢ la oxidacion de los fenoles y se logrd observar 1,34 x 104 protoplastos por gramo
con un 70% de viabilidad con la solucion enzimdtica compuesta por celulasa RS 4%,
macerocima R10 2% y pectoliasa Y23 1%, con un tratamiento de vacio de 40 minutos a 60
cmHg y una digestion total de 2 horas a 100 rpom. No se encontré diferencia al agregar
driselasa a la solucidn enzimdtica; sin embargo, la pectoliasa Y23 se encontrd
determinante. Se andlizé la pared celular mediante cromatografia de intercambio
anidénico de alto rendimiento con deteccién amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) de los
callos y hojas (in vifro y de invernadero) de G. angustifolia, asi como de Petunia hybrida
(hojas in vifro), Salpiglossis sinuata (callos), Hylocereus sp. (callos), Nicotiana sanderae
(callos), Nicotiana debneyi (callos) y Nicotiana gossei. Se encontré altos contenidos de
xilosa y arabinosa, en especial en los callos de bambuy, en las fracciones de hemicelulosa
y celulosa; estos azUcares sugieren la presencia de glucuronocarabinoxilanos. Esto
contfrasta con lo encontrado en N. sanderae, en donde parecen predominar los
xiloglucanos, lo cual sugiere que se debe agregar una enzima con actividad tanto
celulasa como xilanasa durante el aislamiento de protoplastos de G. angustifolia.
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1. Introduccién

El bambU es una Poaceae ampliamente distribuida tanto en climas templados como
fropicales. Su mayor diversidad se encuentra en Asia, especialmente en India, China vy
Japon. Tanto los bambues “lefiosos” como los herbdceos se encuentran en la subfamilia
Bambusoideae; sin embargo, sélo a los “leficsos” se les ha identificado hasta ahora un

potencial econémico importante (Quintans, 1998; Gielis y Oprins, 2002).

El género Guadua pertenece a la subtribu Guaduinae. Dentro de este género, la especie
“lenosa” mas Ufil y de mayor importancia econdmica en América es Guadua angustifolia
Kunth (Judziewics ef al., 1999). Este bambU ha sido considerado como el tercero mds
grande del mundo (Londorio, 2000). Debido a su calidad, resistencia y durabilidad se han
reportado diversos usos para G. angustifolia, principalmente para construccién (Gutiérrez,
2000).

El aumento acelerado en la deforestaciéon hace indispensable la bUsqueda de recursos
naturales alternativos. Los bambues “lefosos” son un recurso que podra ayudar a
solucionar algunos de los problemas ambientales y sociales ocasionados por la excesiva
deforestacion, debido a sus caracteristicas bioldgicas: evita la erosién, es un cultivo
perenne, reduce los niveles de didxido de carbono en la atmdsfera, es ligero, flexible y
resistente, por lo que ademds se pueden emplear en la industria de muebles y materiales

de construccién (Quintans, 1998).

El creciente interés agricola y comercial por G. angustifolia en distintas partes del mundo,
principalmente en Centro y Sur América, ha creado la necesidad del disefio de
estrategias para generar cultivares mejorados. Debido a que el bambu, en general,
presenta una floracidén impredecible y muy espaciada en el tiempo, las técnicas de
mejoramiento convencional muchas veces no resultan eficientes, por lo que hace
necesario el uso de dalternativas parasexuales para generar nuevas combinaciones
genéticas, como lo son la fusidon de proioplastos y la transformacion mediante ADN

recombinante (Huang y Murashige, 1983; Huang ef al., 1989b).
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Los protoplastos son células vegetales desprovistas de pared celular que se pueden

obtener a partir de raices, coledptilos, hojas, callos o suspensiones celulares (Galun, 1981).
El cislamiento de estas células se puede redlizar por métodos mecdnicos, por digestion de
la pared celular mediante enzimas (pectinasas, hemicelulasas, celulasas, entre otras) o
por una combinacién mecdnica-enzimdtica. Para el dislamiento es necesario contraer la
pared, plasmolizando las células con soluciones de sales con azicares o alcoholes de
azUcares (Gutiérrez et al., 2003). Si estas células resultan viables, rapidamente sintetizan
una nueva pared celular, crecen y se pueden dividir, llegando, eventualmente, a

regenerar una nueva planta (Azpiroz, 1994).

Se han redlizado diversos trabajos en protoplastos de monocotieddéneas, principalmente
en arroz (Hasezawa et al., 1989; Kyozuka et al., 1989; Wang et al., 1989; Mori ef al., 1991),
pero también de otras especies como el pasto Panicum virgatum L., utiizado para
producir biocombustibles (Mazarei et al, 2008), la planta acudtica (Anubias nana)
(Pongchawee et al., 2006), vetiver (Chysopogon zizanioides) (Prasertsongskun, 2004),
cana de azicar (Saccharum officinarum L.) (Falco et al., 1996) y palma (Phoenix
dactylifera L.) (Rizkalla et al., 2007). Ademas se ha logrado la regeneracion de plantas a

partir de protoplastos de maiz (Mérocz et al., 1990; Mitchell y Petolino, 1991).

En el caso de bambu, se han redlizado pocos estudios utilizando protoplastos. Tseng et al.,
(1975) obtuvieron protoplastos a partir de hojas de Bambusa sp. En otro estudio, Huang et
al. (1989a) obtuvieron protoplastos de Bambusa multiplex y Bambusa oldhamii a partir de
suspensiones celulares de cdllos provenientes de dpices. Finalmente Hisamoto vy
Kobayashi (2010) obtuvieron protoplastos a partir de hojas de Lithachne pauciflorag,
Phyllostachys meyeri, Sasa jotanii y Bambusa vulgaris. Se recalca la necesidad de evaluar
parametros distintos para cada especie de bambu, ya que las enzimas utilizadas para la
obtencién de protoplastos han mostrado variacion en cuanto a su efectividad entre
especies. En ninguno de estos estudios fue posible regenerar plantas a partir de los

protoplastos obtenidos.

Los protoplastos de plantas proveen el punto de partida para la utilizacién de diversas
técnicas de manipulacion genética. Su uso permite la fusion de especies que son
sexualmente incompatibles en la naturaleza, permitiendo crear nuevos hibridos mediante
la hibridacién somdatica (Szbados, 1993). Ademds, es ideal para la incorporacién de

genes fordneos, por medio de microinyeccién o electroporacion, por lo que es una



3
herramienta importante para la obtenciéon de plantas con caracteristicas nuevas (Azpiroz,

1994; Davey et al., 2004). Debido a que estas células se encuentran rodeadas solamente

por la membrana plasmdatica, también les confiere gran utilidad para estudios fisioldgicos
(Szabados, 1993).

Por tanto, debido a que no se han realizado trabajos con protoplastos en G. angustifolia,
y debido al potencial que tfiene esta especie, es importante establecer metodologias
para el aislamiento, purificacion y cultivo de protoplastos que permitan crear las bases

para futuras investigaciones en mejoramiento genético.



2. Objetivos

2.1. General

Desarrollar protocolos eficientes para aislar, purificar y cultivar protoplastos viables de

Guadua angustifolia Kunth.

2.2. Especificos

Establecer una metodologia para el aislamiento y purificacion de protoplastos

viables a partir de hojas y callos de G. angustifolia.

Determinar cudl tejido (hojas o callos), resulta mds adecuado para el aislamiento

y purificacion de protoplastos viables de G. angustifolia.

Definir parémetros de densidad y las condiciones de cultivo adecuadas que
permitan mantener la viabiidad de protoplastos de G. angustifolia y que luego

formen pared y se dividan.



3. Revision de Literatura

3.1. Generalidades del bambu

El bambl es una Poaceae ampliamente distribuida tanto en climas templados como
fropicales. Son plantas muy antiguas ya que datan desde el Mioceno. Su mayor
diversidad se encuentra en Asia, especiaimente en India, China y Japdn. Existen
alrededor de 75 géneros y 1250 especies (Mudoi et al., 2013). Tanto los bambuies
“lefiosos” como los herbdceos se encuentran en la subfamilia Bambusoideae; sin
embargo, sélo los “lefiosos” poseen un potencial econdmico importante (Quintans, 1998;
Gielis y Oprins, 2002).

Es considerada como una de las plantas que crece con mayor rapidez, debido a que
posee un rizoma extensivo que sirve de reserva para almacenar gran cantidad de
nutrimentos. Las plantas de bambi pueden llegar a alcanzar los 40 m de altura con un

diametro de hasta 30 cm segun la especie (Rao et al., 1992).

Debido a sus caracteristicas bioldgicas, es un recurso que podria ayudar a solucionar
algunos de los problemas ambientales y sociales ocasionados por la excesiva
deforestacion, ya que disminuye la erosion y reduce los niveles de didxido de carbono en
la atmodsfera. Ademds, se puede emplear en la industria de muebles y materiales de

construccion ya que es ligero, flexible y resistente (Quintans, 1998).

El bambuU se ha empleado como material de construccidon para techos, paredes, pisos y
partes estructurales; asi como también para la construccidon de puentes, ya que posee
una estructura fuerte pero ligera y muy flexible. Ademds, se utiliza en utensilios de cocina,
canastas, alfombras, contenedores, herramientas, escaleras, canas de pescar, para la
elaboracién de papel, instrumentos musicales y botes, entre otfros (Quintans, 1998;
Londono, 2000; Held y Manzano, 2003).



3.2. Subtribu Guadvuinae

La subfribu Guaduinae incluye los bambuies mds grandes nativos de América. Se
encuentra distribuida desde México hasta Uruguay y Argentina e incluye seis géneros:
Apoclada, Criciuma, Eremocaulon, Guadua, Olmeca y Otatea, con aproximadamente
35 especies en total (Londono, 1996; Judziewicz et al., 1999). Los primeros tres géneros son
endémicos de Brasil, Olmeca lo es de México. Otatea se distribuye desde México,
pasando por Centroamérica, hasta el noreste de Colombia. Guadua se encuentra desde
México hasta Argentina y Uruguay, en especial en Ecuador y Colombia (Londofo, 1996;
Quintans, 1998; Held y Manzano, 2003).

El género Guadua comprende 24 especies. Es el mds ampliamente distribuido y el de
mayor importancia econdmica de los anteriores (Londono, 1996; Quintans, 1998;
Judziewicz et al., 1999). En Costa Rica es posible encontrar las especies G. angustifolia,
G. paniculata, G. amplexifolia y G. macclurei, donde la G. angustifolia es la de mayor
importancia comercial (Montiel, 20147). Se estimé en el 2005 alrrededor de 500 hectdreas
de G. angustifolia distribuidas pincipalmente en San Carlos, zona Atlantfica y Pérez
Zeleddn (Gonzdlez, 20142, Montiel, 2014').Las especies en este género pueden llegar a
alcanzar alturas hasta de 30 m con culmos de 21 cm de didmetro. Se distinguen de otros
miembros de la subfamilia por los culmos largos con presencia de bandas de pelos
blancos en la regién del nudo, ramas laterales usualmente con espinas y hojas
friangulares; ademdas, presentan quillas aladas en la pdlea del flésculo de la espiguilla
(Londofio, 1996, 2000). Su distribucién va desde los 0 a los 2800 msnm, siendo mas

abundante en elevaciones de los 0 a los 1500 msnm (Judziewicz et al., 1999).

Se ha informado de muchos usos para productos derivados de plantas de este género,
principaimente debido a la gran calidad y durabilidad que poseen (Londofo, 1996).
Dentro de este género, la especie mas Ulil es Guadua angustifolia Kunth, la cual es
considerada como la especie “lenosa” de mayor importancia econdmica en América

(Judziewicz et al., 1999).

I Montiel, M. 2014. Comunicacién personal sobre las especies de Guadua en Costa Rica.
Facultad de Ciencias Agroalimentarias. Universidad de Costa Rica.

2 Gonzdlez, A. 2014. Comunicaién personal sobre el inventario de bambuUes en Costa Rica.
Asociacion Costarricense de BambU (ACOBAMBU).



3.2.1 Guadua angustifolia Kunth

3.2.1.1 Generalidades y usos

Guadua angustifolia es nativa de Venezuela, Colombia y Ecuador; sin embargo, ha sido
introducida a varios paises de Centroamérica, el Caribe y Asia (Londofio, 2000). Es posible
enconfrara en dltitudes que van desde los 0 hasta los 2200 msnm, aungue su Maximo
desarrollo se logra entre los 1000 y 1600 msnm (Londono, 1996; Held y Manzano, 2003). Se
ha encontrado en distintos tipos de hdbitat, con temperaturas de 20 a 26°C, con una
humedad relativa de 75 a 85%. una luminosidad de 1800 a 2000 horas/luz por ano, en
suelos areno-limosos, francos, franco-arenosos y franco-limosos con pH de 5,5 a 6,0 (Held y
Manzano, 2003). Es una especie diploide, que posee 23 cromosomas (2n=46), los cuales
estan organizados en cinco grupos de tamarno que varian desde 0,5 a 0,6 ym (Valencia
etal, 2012).

Existen varios ecotipos de G. angustifolia que responden a condiciones climaticas y
eddficas especificas. Dentro de estos se encuentran los denominados como “cebolla”,
"macana”, “cotuda" o "castilla”. Adiciocnalmente, se conocen dos variantes de la G.

angustifolia tipica: G. angustifolia var. Bicolor y G. angustifolia var. Nigra (Londofo, 2000).

Esta especie es considerada como el tercer bambU mds grande del mundo (Londono,
2000). G. angustifolia puede alcanzar dalturas de 22 m, sus culmos tienen
aproximadamente 12 cm de diagmetro interno y 1,5 cm de espesor de la pared; sin
embargo, tiene mas fibras por unidad de drea si se le compara con la Guadua aculeata
que es una especie de mayor altura (28 m) y mayor grosor (18 cm de didmetro interno y 3
cm de espesor de la pared), por lo que es mads resistente y por ende se utiliza
frecuentemente en la construccion (Quintans, 1998). Esta caracteristica ha permitido
desarrollar diversos productos industriales, tales como paneles, aglomerados, pisos,

laminados, esteras, pulpa y papel (CATIE, 2004).

Ademds de la consfruccidon, los culmos se han ulilizado en artesanias, muebles,
instrumentos musicales y herramientas, entre ofros (Gutiérrez, 2000). Debido a que es un
recurso natural renovable de rdpido crecimiento y facil manejo, también ha sido
importante para el control de la erosidn y proteccidon de cuencas hidrogréficas (CATIE,

2004), principalmente por la accién de contencion que ejerce el rizoma (Salas, 2006).



3.2.1.2 Propagacioén

Se han descritc dos tipos de floracidon para el bambul. La que presenta un
comportamiento gregario, es decir, la floracién de una especie puede ocurrir en un solo
momento e involucrar poblaciones enteras. Los ciclos pueden variar entre 2 y 100 afos
dependiendo de la especie y, por lo general, la planta muere luego de florecer. El otfro
fipo es la espordadica, la cual ocurre en intervalos irregulares, cuando los miembros de una
generacién determinada con origen comun entran de forma gradual a la etapa

reproductiva, con o sin la muerte de la planta (Londorio, 2003; Goémez y Agudelo, 2004).

Segun Londofio (2003), la G. angustifolia presenta floracion del tipo esporddica ya que no
muere después de florecer. Sin embargo, Gomez y Agudelo (2004) han descrito ambos
tipos de floracién para esta especie: de floracién tipo gregario, cuando mas del 50% de
los culmos presentan espiguillas; y floracién esporddica cuando menos del 50% de culmos
presentan floracién. Ademas, estos mismos autores destacaron la dificultad que tiene

esta especie para florecer por encima de los 1300 msnm, donde los climas frios vy las
temperaturas inferiores a los 22°C provocan que las floraciones sean poco peridédicas o no

ocurran.

La propagacion del bambuU mediante semilla presenta diversas limitaciones debido a que
la floracién ocurre muy espaciada en el tiempo, las semillas poseen baja germinacion,
son propensas a danos por ataque de roedores e insectos y, ademds, las poblaciones
resultan muy heterogéneas en cuanto a su uniformidad, producto de la polinizacién
cruzada. Lo anterior obliga a que la forma de propagacion se realice principalmente de
forma vegetativa por medio de brotes laterales, secciones de culmos o de rizoma (Ruiz,
1986; Rao et al., 1990; Rao et al., 1992).

Cabe mencionar que la propagacion vegetativa también presenta sus desventajas,
entre las cuales se pueden citar el alfo costo en mano de obra, espacio y transporte de
propdagulos, asi como la baja eficiencia en la tasa de reproduccidon (Gielis y Oprins, 2002);
por tanto se ha sugerido la micropropagacion como una alternativa altamente viable.
Segun Ruiz (1986), el principal tejido meristemdtico en el bambu se encuentra en las axilas
de tdllos en crecimiento, arriba de cada uno de los nudos y en las yemas y primordios

radicales latentes.
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La tecnica que se prefiere para la micropropagacion de G. angustifolia es la que utiliza

yemas axilares. Jiménez et al. (2006) lograron la propagacion in vitro de esta especie
mediante esta técnica, utilizando el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962),
suplementado con 3 mg/L de Né-bencilaminopurina (BAP) y 2 ml/L de Plant Preservative
Mixture® (PPM™) (agente antimicrobiano). Se reporté una tasa de multiplicacion de 2,5
macollas cada 6 semanas. Otros trabajos en esta especie han sido publicados por
Marulanda et al. (2002), ufilizando 1 mg/L de BAP, y por Marulanda et al. (2005) con
2,5 mg/l de BAP. Sin embargo, ninguno de estos Ultimos trabajos menciona la tasa de

multiplicacién lograda.

3.3. Protoplastos

Los protoplastos son células a las cuales se les ha removido la pared celular, por lo gue se
encuentran delimitadas Unicamente por la membrana plasmatica (Gutiérrez et al., 2003;
Davey et al., 2005). Se pueden obtener a partir de plantas de campo, invernadero o in
vifro; se pueden utilizar diversos tejidos como raices, coleoptilos, hojas, pétalos, callos o

suspensiones celulares (Galun, 1981; Power y Chapman, 1985).

La remocién de la pared celular para el aislamiento de los protoplastos se puede realizar
mediante métodos mecdnicos, enzimdaticos o una combinacidon de ambos (Gutiérrez et
al., 2003; Davey et al., 2005). El método mecdnico consiste en aplicar un choque
osmotico para producir plasmdlisis en las células, las cuales posteriormente se rompen
mediante un corte; finalmente se restablece el nivel osmadtico para liberar los protoplastos
de las células rotas. Es un método muy tedioso y de muy bajo rendimiento, por lo que es
poco utilizado (Szabados, 1993). Por su parte, el método enzimdtico consiste en incubar
las células en una mezcla de enzimas que digieren la pared celular. Se han usado:
celulasas (Celulasa RS, Celulasa R10, Celulasa CEL y Meicelasa, todas de Trichoderma
viride; y Driselasa 25G de Basidiomicetes), pectinasas (Macerocima R10 de Rhizopus sp. y
pectoliasa Y23 de Aspergillus japonicus) y hemicelulasas (Hemicelulasa HP y Rhozima
HP150 de Aspergillus sp.) (Gutiérrez et al., 2003).
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Los requisitos en cuanto a la combinacion de enzimas, su concentracion, el tiempo vy

condiciones de digestion son muy variables y de ellos depende el éxito que se obtenga.
Ademds de las enzimas, durante el aislamiento es necesario contraer ia pared
plasmolizando las células con una solucion que contenga sales (fosfato de potasio
monobdsico, cloruro de calcio ¢ cloruro de magnesio), un amortiguador tal como el MES
{Gcido 2-morfolinoetanesulfonico) y un estabilizador osmético que puede ser azdcar

(glucosa o sacarosa) o un alcohol de azicar (manitol o sorbitol) (Gutiérrez et al., 2003).

Algunos autores sugieren readlizar una etapa previa de preplasmdilisis utilizando un medio
de cultivo adicionado con el estabilizador osmaético. No siempre se realiza; sin embargo,
se ha encontrado que con esta etapa se logra mejorar el rendimiento y viabilidad de los
protoplastos obtenidos (Ochatt et al., 1992). Probablemente se deba a que si se exponen
las células turgidas directamente a las enzimas, se incrementa la permeabilidad del
protoplasto a electrolitos, que ocasionan su muerte, en contfraste a la condicidn en que

este se encuentra previamente separado de la pared celular (Evans y Cocking, 1977).

Una vez aisladas, si estas células resultan viables, rapidamente sintetizan una nueva pared
celular, crecen y se pueden dividir, llegando, eventualmente, a regenerar una nueva
planta (Azpiroz, 1994). El éxito del aislamiento de protoplastos, su division vy, finalmente, la
regeneracion de plantas estd fuertemente influenciado por el genofipo, el estado
onfogénico de tejido utilizado, las condiciones de cultivo y la composicién del medio de
cultivo (Ochatt et al., 1992). La densidad de cultivo es un factor importante a considerar
para gue ocurra el crecimiento adecuado de los microcalios, la cual debe ser
aproximadamente 1 x 10> protoplastos por mililitfro; con fuerte dependencia de Ia
especie. Asi, por ejemplo, en tabaco se recomienda utilizar una densidad de 5 x 10°

mientras que en petunia se utiliza 2,5 x 10> protoplastos por mililitro (Ochatt et al., 1992).

Los protoplastos de plantas se pueden utillizar para aplicar diversas técnicas de
mejoramiento genético. Se puede aprovechar la variacion genética que se puede
desarrollar durante el culfivo in vitro [variacidn somaclonal); ademds, se puede realizar la
fusion de especies que son sexualmente incompatibles en la naturaleza, permitiendo la
oportunidad de crear nuevos hibridos mediante la hibridacién somatica (Ochatt et al.,
1992; Szbados, 1993). La creacion de hibridos somdaticos mediante el uso de protoplastos

ha sido exitoso en diversas especies de interés agricola como citricos (Grosser y Gmitter,
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2011), Musa sp. (Xiao et al., 2009), papa (Rasmussen et al., 1998), tomate ({Chen y Adachi,

1998), Brassica sp. (Ren et al.; 2000), entre ofros.

Los protoplastos también pueden ser adecuados para la incorporaciéon de genes
fordneos, por medio de microinyeccion o electroporacion, por lo que es una herramienta
importante para la obtencién de plantas con caracteristicas nuevas (Azpiroz, 1994; Davey
ef al., 2004). Ejemplos del empleo de protoplastos para la fransformacion son: maiz
(Huang y Dennis, 1989), arroz (Rao et al, 1995), trigo (He et al, 1994) y arveja (Puonti-
Kaerlas ef al., 1992), entre ofros. Debido a que estas células se encuentran rodeadas
solamente por la membrana plasmatica, también les confiere gran utilidad para estudios
fisioldgicos y de interacciones entre planta-patogeno (Szabados, 1993; Davey et al., 2005)

asi como para la produccion de metabolitos secundarios (Aoyagi, 2011).

3.3.1 Protoplastos en monocotiledéneas

La composicion de la pared celular es un aspecto importante a tomar en cuenta durante
la seleccion de las enzimas que se utilizan para el aislamiento de protoplastos, ya que la
pared celular de las monocotileddneas, en especial en la familia Poaceae, es diferente a
la de las dicotileddneas, con las cuales se ha hecho el mayor progreso para la aplicaciéon

de estas técnicaos.

La pared celular se compone bdsicamente de microfibras de celulosa embebidas en una
matriz de polisacdridos no celulositicos, pectinas y proteinas. En  dicotileddéneas,
gmnospermas y monocotiedéneas no commelinoides es comun enconftrar en esta matriz
los xiloglucanos y pectinas (35%), por lo que para el aislamiento de protoplastos son
necesarias las enzimas pectinasas y celulasas. Mientras que en las monocotileddneas
commelinoides como el bambuy, la matriz estd constituida principalmente  por
arabinoxilanos, siendo los polisacdridos pécticos un componente minoritario (5%) (Harris y
Smith, 2006; Doblin et al., 2010). Mdas adn, en las monocotileddoneas commelinoides se
destaca la presencia de acidos fendlicos en la pared, los cuales intervienen y dificultan el
proceso de aislamiento (Ishii, 198%). Estos dcidos, tales como los dcidos ferdlico vy
dehidrodiferulico, se encuentran enlazados principalmente a los glucuronoarabinoxilanos
mediante enlaces tipo éster, lo cual le confiere a la pared celular mayor rigidez y

resistencia a la degradacion por parte de 1os microorganismos (Harris y Smith, 2006).
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Se han readlizado diversos frabajos en protoplastos de monocofileddneas, algunos de los

cuales se detallan en el cuadro 1; sin embargo, son muy pocos los estudios que existen
sobre el disiamiento de profoplastos de bambl, ninguno de los cuales incluye
a G. angustifolia. Se destaca el uso de celulasas [celulasa R10, celulasa RS, cellulisina y
meicelasa), solas o combinadas en altas conceniraciones, junto con pectinasas
(macerocima R10, pectinasa y pectoliasa Y23), a una concentracion mds baja. A pesar
de que las pectinas no son un componente principal en la pared celular de las
monocotieddneas commelinoides, se ha demostrado que la adicién de pectinasa, tal
como pectoliasa Y23 de Aspergillus japonicus, mejora el rendimiento de protoplastos
obtenidos (Nagata e Ishii, 1979).
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Cuadro 1. Condiciones de aislamiento, rendimiento y viabilidad de protoplastos a partir
de callo u hoja en diversas especies de monocotiledoneas

Especie Tejido Preplasmélisis ____Aislamiento _ Rendimiento  Viabilidad Referencia
Solucién enzimatica Condiciones
Commelinoides
Celulasa RS 2%, Celulasa
C, 1 0,
Arroz (varias R10 2%, Dnselasa 1%, 50 rpm por 6 h 0-4x10° Mori et al
especies) Callo _ Macerocima R10 2%, a 28°C en rotoplastos/ - (1991)
P Hemicelulasa 1% y oscuridad protopiastos/g
pectoliasa Y23 0,1%
Arroz (varias Suspension Celulasa RS 1%y 4h Aprox. 10° ) Wang ef al.
especies) celular - Pectoliasa Y23 0,5% protoplastos/mi (1989)
Celulasa R10 4% y 9,6x10* Tseng et al.
Bamb . Call 2h ' -
amousa sp ate Macerocima R10 2% protoplastos/ml (1975)
B. oldhamii: Celulasa
0,5%, Driselasa 1% y
/i ji i6 i %. - b .
Bambusa odhamu y Suspension _ Pectghasa Y23 0,5% 80 rpm por 16 h 1-2x10 >90% Huang et a/
Bambusa multiplex celular B. multiplex: Celulasa 2%, protoplastos/g (1989a)
Driselasa 2% y Pectoliasa
Y23 1%
. . Suspension Celulasa RS 1% y 45 rpm por 6,5 Faico et af .
Cana d ) . - 97%
anadeazucar o) ar - Pectoliasa Y23 0,2% ___h en oscuridad ° (1996)
. Cellulisina 2%, Macerocima Powery
H 1-2 h a 30°C
Cereales 'cv:J::s R10 0,2% y Hemicelulasa Osfuri o en . - Chapman
) 0,5% (1985)
L. pauciflora:
L. pauciflora: Celulasa 8x10°,
g i 9. P. Meyeri:
Lithachne paucifiora, hllgoée'\rllo?:licnff;g's go/y : ZX{OG L paucifiora: |
Phyllostachys Hojas Manitol 0,8 M A i 07 100 rpm por 6- ! i 834%y B. : y
: ; . » P. meyeri, S. jotanii y o S. jotanni: . Kobayashi
meyeri, Sasa fjotanii  jovenes por 4 horas . 12ha32°C A vulgaris:
B. vulgaris: Celulasa 2%, 2x10°y s (2010)
y Bambusa vulgans ) . 83,2%
Meicelasa 2,5% y B. vulgaris:
Macerocima 3%. 1x10°8
protoplastos/ml
Imbrie-
. Celulasa 1% y Pectoliasa 40 rpm por4 h 7,2x10° Milligan y
M Call ’ 94%
az alo - Y23 0.2% a21°C protoplastos/mli ° Hodges
(1986)
. Hojas: Celulasa R10 1,5%
H 40 3h
Panicum virgatum - 018 y Macerocima R10 0,75%. rom por 6-8x10° a Mazarei ef
jovenes y _ ) y luego 60 rpm 88,6-92,1%
(Alamo 1y 2) raices Raices: Celulasa RS 1,5% or 10 minutos protoplastos al. (2008)
y Macerocima R10 0,75% P
Phoenix dactylifera Hojas Celulasa 4%, Hemicelulasa S|’n agltac;on, 2 4,53-6,4x105 Rizkalla et
(dos genotipos) jovenes - 1% y Pectinasa 2% dias a 26°C en protoplastos/g i al. (2007)
] oscuridad )
. Hojas Meicelase 3% y Incubacion Powery
Trigo, cebada i _ ) o durante la - - Chapman
jovenes Macerocima R10 0,08%
noche (1985)
0,
. Suspension Celula_sa R10 2%, 50 pm opor 1oh 8,4x10" Prasertsong
Vetiver celular _ Macerocirma R10 2% y a25°Cen rotoplastos/mi skun, (2004)
Pectinasa 0,5% oscuridad protop '
No Commelinoides
‘ oIS annitol 0,5 M Celulasa RS 2% y 40 rpm por 4 h 4,79x10° Pongchawee
Anubias nana jovenes in . . o a25°Cen 82%
) por 30 minutos Pectoliasa Y23 0,2% ) protoplastos/g et al. (2006)
vitro oscuridad
V. planifolia: V. planifolia:
Hoi 2.5x10%y V. . planifolia:
Vainila 'o\e?:ssm Mannitol Celulasa R10 2% y 8 h a 30°C en an;ama},'ﬁca 72% V.  Divakaran ef
I . 0,38-0,55 M Macerocima R10 0,5% oscuridad 5 andamanica: al. (2008)
vitro 1x10 55%

protoplastos/g




4. Materiales y Métodos
4.1. Formacién de callo

4.1.1 Procedencia del material

Se utilizaron plantas in vifro de G. angustifolia cultivadas en el Laboratorio de
Biotecnologia del Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la
Universidad de Costa Rica, obtenidas a partir de yemas axilares de acuerdo al protocolo
descrito por Jiménez ef al. (2006). Este material se encontfraba en un medio de cultivo
compuesto por las sales minerales del medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado
con: tiamina-HCI (0,1 mg/l), piridoxina-HCI (0,5 mg/l), acido nicotinico (0,5 mg/l). glicina (2
mg/l), myo-inositol {100 mg/i), BAP (3 mg/l) y sacarosa (3% p/v); pH a 5,8 (£ 0,01) ajustado
con soluciones de KOH de 0,01 a | M y gelificado con Pytagel™ al 0,2% (p/v) (Sigma, St.
Louis, Mo, EUA). El material se mantuvo con un fotoperiodo de 12 horas (50-60 pmol m-2s-1),

con temperatura y humedad relativa promedio de 24°C y 48% respectivamente.

4.1.2 Tratamientos

Se utilizd el medio MS base indicado anteriormente, desprovisto de BAP y suplementado
con los siguientes reguladores de crecimiento como tratamientos: 1) testigo (sin
reguladores), 2) 3 mg/!l de acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Muioz et al., 2002), 3) 6
mg/l de 2,4-D (Marulanda et al., 2005) y 4) 3 mg/l de 2,4-D mdas 0,01 mg/l de tidiazurdn
(TDZ) (Choun et al., 2004).

Bajo condiciones asepticas se tomaron segmentos de la parte basal de los brotes jovenes
{brotes que aun no presentaban hojas extendidas) y de puntas de raiz (Gpice radicular
de raices nuevas) de 3 a 5 mm de longitud. Se colocd por separado cada explante,
horizontalmente y de forma aleatoria sobre el medio de cultivo en placas de Petri de

vidrio de 90 mm de didmetro, en cada uno de los tratamientos.

Todos los tfratamientos se distribuyeron al azar en el estante de crecimiento en
condiciones de oscuridad, a una temperatura de 22°C. Se redlizaron cinco repeticiones
por tratamiento, cada una con cinco segmentos de tejido. Los explantes se transfirieron a

medio de cultivo nuevo una vez al mes.



4.1.3 Variables evaluadas y andlisis estadistico

A los 70 dias de cultivo, se evalud el porcentaje de explantes que presentaron callo. Para
esta variable, los datos se transformaron con arcoseno de Vy (se convirtié el 0% a 1/(4n) y
el 100% a (n-Y4)/n, antes de transformar los datos). Se realizd un andlisis de varianza
(ANDEVA) y se determinaron las diferencias entre fratamientos mediante la prueba de
Tukey (Statistica 8,0, StatSoft inc., Tulsa, EUA). Ademds, se evalud el porcentaje de callos
que presentaron una coloracién blanca o café y el porcentaje de callos friables o
nodulares formados segun el tipo de explante, estas variables se analizaron mediante una

prueba de chi cuadrado en el programa estadistico InfoStat 2011, Argentina.

4.2. Crecimiento de callo

4.2.1 Tratamientos

Se tomaron los callos formados a partir de segmentos de brotes de G. angustifolia
previamente formados en el medio de cultivo con 6 mg/l de 2,4-D, descrito anteriormente
y se colocaron cinco segmentos (aproximadamente 0,5 g) por placa de Petr, para un
total de seis placas por fratamiento, en los siguientes tratamientos: 1) 2,4-D (3 mg/l) + 2ip
{(2-isopentenil adenina) (0,93 mg/l); 2) 2,4-D (3 mg/l) + 2ip (1.9 mg/!); 3) 2,4-D (3 mg/l) +
zeatina (1 mg/l); 4) 2.4-D (3 mg/l) + zeatina (2 mg/l); 5) 2ip (0.93 mg/l); 6} 2ip
(1.9 mg/l); 7) zeatina (1 mg/l); 8) zeatina (2 myg/l); 2} 2.4-D (3 mg/l); 10) 2.4-D (6 mg/l} y
11) 2,4-D (10 mg/l) (Saxena y Dhawan, 1999; Mufoz et al., 2002; Al-Khayri, 2005, 2007; Eke
et al., 2005; Marulanda ef al., 2005; Yuan ef al., 2013). Se mantuvieron en los fratamientos
por un periodo de fres meses, se realizd la transferencia mensual del total de cada
segmento a medio fresco. Todos ios tratamientos se colocaron al azar en condiciones de

oscuridad, a una temperatura de 22°C.

4.2.2 Variables evaluadas y andlisis estadistico

Se evalud el peso fresco inicial y final de cada segmento de callo para determinar el
porcentaie de incremento en peso y se realizd un ANDEVA con una prueba de Tukey
(Stafistica 8,0, StatSoft Inc., Tulsa, EUA). Ademds se determind el porcentaje de segmentos
que no presentaron oxidacidn a los tres meses de cultivo. Esta variable se analizd
mediante una prueba de chi cuadrado en el programa estadistico infoStaf 2011,

Argentina.



4.3. Suspensiones celulares

4.3.1 Establecimiento

Se tomaron 1,25 g (peso fresco) de callo friable obtenido a partir de segmentos de brotes
y se colocd en Erdenmeyers de 125 ml de capacidad con 40 ml del medio de cultivo
liquido suplementado con 2.4-D (10 mg/l), descrito anteriormente. Se readlizaron ocho
repeticiones, las cuales se colocaron en agitacion constante a 100 rom en condiciones

de oscuridad y a una temperatfura promedio de 24°C.
4.3.2 Subcultivos

Se redlizaron cuatro subcultivos cada 15 dias. Para esto se colocd la mitad del contenido

en un nuevo Erlenmeyer y se adiciond la mitad del volumen faltante con medio fresco.

4.3.3 Determinacion de la tasa de crecimiento

Se realizd determinaciones de la tasa de incremento en el volumen de células
compactas (VCC) desde el inicio de las suspensiones. Al momento de fransferencia, se

determiné el VCC inicial y final; se realizaron cuatro transferencias.

El VCC se determind segun el procedimiento de Hall {1991). Se agitd la suspensidon y con
una pipeta de boca ancha se tomd una dlicuota de 2 ml, se esperd hasta el
asentamiento de las células para anotar el volumen de la masa celular. La determinacion

del VCC se calculo de la siguiente forma:

VCC = Volumen de masa celular X 100

Volumen de la muestra (2 mi)

La tasa de incremento en VCC se determind una vez realizada la transferencia, y antes
de la siguiente fransferencia mediante la siguiente formula. Para esta variable se realizé

un ANDEVA con una prueba de Tukey (Statistica 8,0, StatSoft Inc., Tulsa, EUA).

% de incremento en VCC = VCC final = VCC inicial X 100
VCC inicial




4.4. Aislamiento de protoplastos a patrtir de hoja

4.4.1 Preplasmdlisis y aislamiento

Se redlizaron fres pruebas para el aislamienfo de protoplastos utilizando tanto hojas
provenientes de plantas de G. angustifolia in vitro como de invernadero (cuadro 2). En los
experimentos 1 y 2 se fomaron hojas jdvenes con la ldmina completamente extendida, a
las cudles se les realizé distintos tipos de corte (figura 1, cuadro 2), asi como un raspado
de la parte abaxial de la hoja con un bisturi. En el experimento 3 se seleccionaron hojas
completamente cerradas (bandera} y hojas nuevas completamente expandidas, ambas

fueron rasgadas en firas y luego cortadas en cuadros con ayuda de un bisturi.

Cuadro 2. Pruebas realizadas para el aislamiento de protoplastos a partir de hojas in vifro
y de invernadero de G. angustifolia

Digestion enzimatica

. . Procedencia Tipode Preplasmélisis
Experimento Tratamiento

ici6 itacié i6n Referencia Especie
del material corte (horas) Composicidon  Agitacion Duracion P
enzimatica (rpm)  (horas)
Celulasa 0,5% N
. o Peine/ Macerocima 0,2% Vifiasy Salpiglossis
1 0,2 g hojas in vitro 1 - 50 16 Mora ;
Raspado Celulasa 0.25% sinuata
' (2008)
Macerocima 0,3%
peine / Celulasa 2% 16 p
wer
. ene Macerocima 0,2% owery
2 0,2 ghojas Invernadero Raspado/ 1 ) 100 Chapman  Cereales
Cuad Hemicelulasa (1985)
uadros 0,5% .y
Lithachne
0,3 ghojas .
, ] ) pauciflora,
bandera Tiras Hisamoto
Phyllostachys
3 | 4 arrancadas 05 Celulasa 4% 100, a 24 16 m: eri § y
_— 5 ri,
03 ghoi nvernacero y cortadas . Macerocima 3%  y32°C Kobayashi .y "asa
S Enoas en cuadros (2010) jotanit'y
nuevas Bambusa
expandidas

vulgaris




Figura 1. Tipos de corte utilizados para el aislamiento de protoplastos de G. angustifolia a
parfir de hojas: A) corte en peine (cortando sélo la Idmina, no la nervadura
central) y B) corte cuadricular.

La preplasmolisis se realizd colocando de 0,2 a 0,3 g de tejido en Erlenmeyers de 50 mi de
capacidad con 10 ml del medio CPW (Power y Chapman, 1985) (anexo 1),
suplementado con 13% de manitol como regulador osmotico por un periodo de 0,5 a |

hora, a una intensidad luminica de 3-4 umol m2s'y una temperatura de 24°C.

Posteriormente, con el uso de pipetas Pasteur, se retird el medio CPW para agregar 5 m
de la solucion enzimdtica. Se incubaron a 24°C, en la oscuridad bajo agitacion a 50 y 100
rom; en el experimento 3 se probaron temperaturas de digestion enzimdatica de 24 y 32°C.
Se probaren tiempos de 16 y 24 horas de incubacion. En cuanto a la solucidén enzimdatica,
se utilizd como base las sales CaCly 2H0 (0,96 mg/ml) y NaHPO4 H2O (0,17 mg/ml), asi
como de buffer MES (acido 2-morfolinoetanesulfonico) al 0,12% {Grosser y Gmitter, 1990) y
manitol al 13%, adicionado de las enzimas celulasas: celulasa RS (origen: Tricoderma
viridae, Karlan); hemicelulasas: hemicelulasa (crigen: Aspergillus niger, Sigma); pectinasas:
macerocima R10 (origen: Rhizopus sp., Karlan), segin el experimento como se detalla en

el cuadro 1. El pH fue qjustado a 5.8 (£ 0,01) con KOH.

Una vez concluida la digestion enzimdtica, se vertié el contenido de cada Erlenmeyer a
fravés de una malla (Sigma, Steinheim, Alemania) con un tamano de poro de 45 um y se
recogid el liquido en un tubo de borosiicato de 50 ml. Posteriormente se transfirio el
liguido recolectado a un tubo de centrifuga de 15 ml, y se centrifugd (Marathon éK,

FisherScientific, Pittsburgh, EUA) a 100 xg (800 rom) por 5 minutos.
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Una vez cenfrifugado, se elimind el sobrenadante y se agregd 3 ml del medioc CPW

adicionado con sacarosa al 20% en el que se resuspendid el precipitado. Lentamente por
las paredes del tubo, se agregaron 3 ml del medio liquido MS modificado (MSBSOH)
(cuadro 3) adicionado con manitol al 2,11% como regulador osmotico y de los
reguladores BAP {0,5 mg/l) y ANA {2 mg/l). Se centrifugd a 100 xg por 5 minutos y se
extrajo con una pipeta Pasteur una porcion de solucidn ubicada entre las dos capas
formadas, la cual se colocd en un nuevo tubo de centrifuga de 15 ml. Se resuspendid en
10 ml de medio de cultivo MSBSOH vy se centrifugd a 100 xg por 5 minutos. Se elimind el
sobrenadante, dejando 0,5 ml de medio de cultivo, en los cuales se resuspendid el
precipitado. Se fomaron 16 pl para realizar el conteo de profoplastos en el
hemocitometro Fuchs-Rosenthal (Weber, Inglaterra) o Fuchs-Rosenthal Ultra Plane
(Hausser Scientific, EUA) (0,2 mm) en el microscopio (Modelo 150, Reichert-Jung, EUA). En

cada caso se realizaron dos repeticiones.

Cuadro 3. Medio de cultivo MS modificado (MSBSOH) utilizado para el aislamiento vy
purificacion de protoplastos de G. angustifolia

Concentracion

Compuesto (mg/) Referencia
Macronutrientes
KNQO; 1700 Murashige y Skoog {1962)
NHsNO; 560,3 Oh et al. (1994)
CaCly*2H,0 440 Murashige y Skoog (1962)
MgSO4*7H,0 370 Murashige vy Skoog (1962)
KH,PO4 170 Murashige y Skoog (1962)
Micronutrientes MS Murashige vy Skoog (1962)
NaFeEDTA 3.7 Oh et al .(1994)
Oftros
Tiamina HCI 2 Boyes y Sink (1989)
myo -Inositol 1000 Boyes y Sink (1989)
L-Glutamina 250 Boyes y Sink (1989)
)

Sacarosa 30 000 Boyes y Sink (1989




20
4.5. Aislamiento de protoplastos a partir de callo

4.5.1 Preplasmdlisis

Con el fin de determinar el momento en el que la mayoria de las células se encuentran
plasmgalizadas, se tfomaron 0,5 g de callo (friable formado a partir de brotes, cultivado en
el medio con 10 mg/l de 2,4-D descrito anteriormente), y se colocaron en Erlenmeyer de
50 ml con 10 mt del medio CPW (Power y Chapman, 1985) suplementado con 13% de
manitol por un tiempo de 0, 0,5, 1, 1,5 y 2 horas; se readlizaron tres repeticiones por
tratamiento. Durante este tiempo se mantuvieron en la cdmara de flyjo laminar, a una
intensidad luminica de 3-4 ymol m2s! y a una temperatura de 24°C. Al cabo de este
tiempo se fomod de cada tratamiento, dos alicuotas de 16 ul, que se colocaron en un
hemocitometfro Fuchs-Rosenthal (0,2 mm) para ser observadas al microscopio. Se
determind el porcentaje de células plasmolizadas en cada uno de los tratamientos. Los
resultados se analizaron mediante una prueba de chi cuadrado en el programa

estadistico InfoStat 2011, Argentina.

4.5.2 Aislamiento

Se redlizaron 21 pruebas para el aislamiento de protoplastos utilizando como material
callo friable formado a partir de brotes, callo nodular formado a partir de puntas de raizy
suspensiones celulares de G. angustifolia establecidas con el callo friable proveniente de
brotes como se detalla en el cuadro 4. En cada caso, en cdmara de flujo laminar, se
tomaron entre 0,5 y 1,5 g de material de callo {con 14 - 40 dias de haber sido fransferido)
o suspensiones celulares (con 7 dias de iniciada la suspension) y se colocaron en frasco
tipo Erlenmeyer de 50 mi de capacidad con 10 ml del medio CPW, suplementado con

13% de manitol como regulador osmotico por diversos periodos.

Para los experimentos 18, 19 y 20 detallados en el cuadro 4, se utilizaron 3 g de callo
proveniente de brotes que se colocaron en kitasatos de 125 ml con 20 ml del medio CPW,
suplementado con 13% de manitol. Solcmente en el experimento 11 se experimento
adicionando cisteina {5,3 g/l} en la solucion de preplasmdlisis (Faye y David, 1983), como

se observa también en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Pruebas realizadas para el aislamiento de protoplastos a partir de callo vy
suspensiones celulares de G. angustifolia

Preplasmolisis

Digestion enzimatica

Experimento  Material Agitacion Referencia Especie
{horas) Composicion enzimatica 8 Duracion (horas)
(rpm)
¢ Oilgcz\lo Celulasa 1% Macerocima 0,25%
riable (brote
1 (, ) 15 50 16
con 15 dias de Celulasa 0,5% Driselasa 1% Huang et al. Bambusa
cultivo Pectoliasa 0,5% (1989a) oldhamii
0,5gcalio Celulasa 2% Driselasa 2% Huang et al. Bambusa
friable {brote), Pectoliasa 1% (1989a) multiplex
2 (, ) 15 80 16
elulasa 2% Macerocima 2% rasertsongskun .
con 15 dias de Celul 2% M ‘ma 2% p K
cultivo . Vetiver
Pectoliasa 0,5% (2004)
05 g callo Celulasa 0,5% Macerocima 0,25%
friable (brote),
3 (, ) 0,5 50 16
con 15 dias de )
. Celulasa 1% Macerocima 0,5%
cultivo
0,5gcallo
friable (brote), )
4 . 1 Celulasa 1% Macerocima 0,25% 50 2,4,6,8y16 -
con 15 dias de
cultivo
0,5gcallo : 50
,2 8 Celulasa 1% Macerocima 0,25% 10
friable (brot
5 riable ('ro e), 1 .
con 15 dias de 50
cultivo Celulasa 1% Macerocima 0,5%
120
Pectinasa 1,5%
05gcallo Pectinasa 2,5%
friable (brote), -
6 ,( ) No Pectinasa 3,5% 50 2,4y24
14 dias de
cultivo Pectinasa 6,5%
Pectinasa 12,5%
0,5gcalio
friable (brote),
14 dias de
cultivo
0,5gcallo Prasertsongskun  Vetiver,
7 nodular (raiz), 15 Celulasa 4% Macerocima 2% 80 16 (2004); Rizkalla Phoenix
14 dias de etal. (2007) dactylifera
cultivo
suspension

celular, 7dias
de cultivo
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Digestion enzimatica

Preplasmolisis

Experimento Material Agitacié Referencias Especies
(horas) Composicidn enzimatica & n Duracion (horas)
(rpm)
0,5 g callo
friable (brote},
14 dias de .
i Celulasa 2% Driselasa 2%
cultivo ) ’
Hemicelulasa 1% Macerocima
058 1% Pectoliasa 1%
suspension
celular, 7 dias
de cultivo Huang et al. Bambusa
8 R —— 1,5 100 16 (1989a); Mori et multiplex;
0,5gcallo
al.{1991) arroz
friable {brote),
14 dias de
cultivo Celulasa 4% Driselasa 2%
Hemicelulasa 1% Macerocima
05e 2% Pectoliasa 2%
suspension
celular, 7 dias
de cultivo
0,5 gcallo
friable (b Celulasa 2% Driselasa 2% Huang et al. Bambusa
9 riable (brote), No ) ] o 50 8,16y 24 & _
14 dias de Pectoliasa 2% Macerocima 1% (1989a) multiplex
cultivo
05gcallo Celulasa 2% Driselasa 2% 50 Bambusa
10 friable (brote), N Pectoliasa 1% Macerocima 1% 120 8y 16 Huang et al. multiplex;
, [¢] y
14 dlgs de Celulasa 1% Driselasa 2% 50 (19892) Bambus:_:_
cultivo Pectoliasa 1% Macerocima 0,5% 120 oldhamii
0,5 Celulasa 2% Macerocima 1%
5
1,5g callo ) O,’ con Celulasa 2% Macerocima 1%
friable cisteina 5,3 g/l Fayey David Pinus
11 (brote), 16 05 h Celulasa 2% Macerocima 1% 100 16 (1983) pinaster
dias de cultivo ' Cisteina 53 g/l
0,5 con Celulasa 2% Macerocima 1%
cisteina 5,3 g/! Cisteina 5,3 g/|
1 It F Davi
,Sgca 0 Celulasa 4% Macerocima 2% ayey David .
friable ] . (1983); Pinus
12 0,5 Pectoliasa 1%, Adicionada de 100 16 . .
(brote), 16 Cisteina 5.3 g/l 0 PVP 10 /| Greilhuber etal.  pinaster
dias de cultivo ~ 8 & (2007)
Celulasa 4% Macerocima 2%
Pectoliasa 1% Cisteina 5,3 g/I
1,5 gcallo Celulasa 2% Macerocima 1%
friable Pectoliasa 0,5% Cisteina 5,3 g/! Fayey David Pinus
13 0,5 - 75 16 .
(brote), 16 Cefulasa 4% Macerocima 1% (1983) pinaster
dias de cultivo Pectoliasa 0,5% Cisteina 5,3 g/l
Celulasa 2% Macerocima 2%
Pectcliasa 1% Cisteina 5,3 g/l
1,58 callo Celulasa 4% Macerocima 2%
friable Pectoliasa 1% Cisteina 5,3 g/l ) )
14 (brote), 16 05 100 16 Fayey David Pinus
rote), , ) .
Y Celulasa 4% Macerocima 2% (1983) pinaster

35 dias de

cultivo Cisteina 5,3 g/l
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Preplasmolisis

Digestién enzimatica

Experimente  Material Agitacion Referencias Especies
(horas) Composicion enzimatica & Duracion (horas)
(rpm)

1,5g callo

friabl . 4,16y 16 . .
1s (b ria) ZeO 05 Celulasa 4% Macerocima 2% 100 2 t; dy lcoh, Fayey David Pinus
re ?’ ¥ ’ Pectoliasa 1% Cisteina 5,3 g/! carT\ I,o‘ esolucion (1983) pinaster

40 dias de enzimdticaalasSh
cultivo

Celulasa 4% Macerocima 2% . Pinus
. Fayey David .
15acallo Como tratamientos sele (1983); Huang et pinaster, B.
’f g b adiciond: Acido ascérbico 150 ol (’19;9 )g'e multiplex y
16 ravie , 0,5 mg/l o Carbdn activado 1,5g/l o 100 16 ’ al g oldhamii,
{brote),15 dias L - Reustle y Natter .
. Cisteina 5,3 g/l o Cisteina 20 Vitis sp.,
de cultivo P i (1994); Prakash .
mg/| o Acido citrico 150 mg/| o tal (1997 Capsicum
BSA0,05% etal (1997)  hpuum
1,5g callo . . Pinus
) Celulasa 4% Macerocima 2% Fayey David .
friable (brote), . o pinaster,
17 , 0,5 Acido ascérbico 150, 500, 1000 100 16 {1983); Prakash .

17 dias de /ly53 g etal. (1997 Capsicum
cultivo me/ly 228 at ) annuum
3ecallo Celulasa 4% Macerocima 2% Fayey David Pinus

friablge (brote) Pectoliasa 1%. Adicionada de (1983); Prakash  pinaster,
' Cisteina 2,7y 5,3 g/l o Acid I ; i
18 16 dias de 0,5 |st§|n§ ,7vy5,3 g/l oAcido 100 16 etal (1997); Capsicum
cultivo (10 mi ascorbico 150y 500 mg/l o Chenetal. annuum,
enzima) Amberlite 1y 2 g/l, con 20 min. (2006); Grosser arroz,
de vacio a 60 cmHg {s.f) citricos
3 gcallo
F Davi Pi
friable (brote), Celutasa 4% Macerocima 2% 1:8y;)ychawdt . muts
19 15 dias de 0,5 Pectoliasa 1% Cisteina 5,3 g/, 100 24,5 16y22  (1983)iChenet  pinaster,
. . , al. (2006); arroz,
cultivo (10 ml con 20 min.de vacio a 60 cmHg L
: Grosser (s.f) citricos
enzima)
3gcallo Celulasa 4% Macerocima 2% . :
) ) s Fayey David Pinus
friable (brote), Pectoliasa 1% Cisteina 5,3 g/i, X
. ) . . (1983); Chen et pinaster,
20 15 dias de 0,5 tratamientos con y sin Driselasa 100 2
. ) . al.{2006); arroz,
cultivo {10 ml 1%, con 40 min.devacio a 60 Y
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Posteriormente, con el uso de pipetas Pasteur, se retird el medio CPW para agregar 5 ml

de la solucion enzimdtica (para los experimentos 18, 12 y 20 se utilizaron 10 ml). Para la
solucion enzimdatica se utilizd la misma solucion base descrita anteriormente en el
aislamiento de protoplastos a partir de hoja, en este caso se probaron las siguientes
enzimas: celulasas: celulasa RS (origen: Tricoderma viridae, Karlan) y driselasa (origen:
Basidiomicetes, Karlan); hemicelulasas: hemicelulasa (origen: Aspergillus niger, Sigmaj);
pectinasas: macerocima RI10 (origen: Rhizopus sp.. Karlan), pectoliasa Y23 (origen:
Aspergillus japonicus, Karlan) y pectinasa 62L-P062L (origen: Aspergillus sp., Biocatalysis),
segun el experimento. En el experimento 21 se modificd el potencial osmdtico de la
enzima utiizando 5,5% de manitol. Se incubaron a 24°C, en oscuridad y bajo agitacion a
50, 75, 80, 100 y 120 rpm. Se probaron fiempos de 2, 4, 6, 8, 16, 22 y 24 horas de
incubacion con la solucion enzimdatica. En los experimentos 18, 19 y 20 se empled vacio
durante la digestion enzimdatica mediante una bomba de vacio (modelo 2522B-01,
Gardner Denver Welch Vacuum Technology Inc., Louisiana, EUA) a 60 cmHg por 20-40
minutos, realizando agitaciones esporadicas. Posteriormente al fratamiento de vacio,
permanecieron en agitacion constante a 100 rpm durante 16 horas en oscuridad

(cuadro 4).

En los experimentos 9 y 10, se utilizd la solucidon enzimdatica basada en Huang ef al.
(1989a), compuesta por las sales minerales del medio MS suplementadas con: fiamina-HCI
(0.1 mg/l), piridoxina-HCI (0.5 mg/l}, ¢cido nicotinico (0.5 mg/l), glicina (2 mg/l), myo-
inositol (100 mg/i), 2,4-D (10 mg/l), buffer MES al 0,195% y manito! al 13%.

Con el fin de intentar evitar el oscurecimiento del tejdo durante la digestion enzimatica,
se adiciond a la soluciéon enzimdtica: cisteina, polivinilpirrolidona (PVP), acido ascdrbico,
dacido citrico, carbén activado, albumina sérica bovina (BSA) y Amberlite XAD-7 (Sigma,
St. Louis, EUA), segin el experimento. Ademds, con este mismo propdsito, en el
experimento 15 se cambid la solucidn enzimdatica por solucidn nueva a las 5 horas de

digestion, tal como se detalla en el cuadro 4.

Una vez concluida la digestion enzimdtica, se vertid el contenido de cada frasco fipo
Erlenmeyer a través de una malla (Sigma, Steinheim, Alemania) con tamafo de poro de
45 um y se recogié el liquido en un tubo de borosilicatc de 50 mil (a partir del

experimentol2 se utiizé una malla (Sigma, Steinheim, Alemania) con un tamano de poro
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de 100 um vy se recogid el liquido en un beaker de 50 ml). Posteriormente se transfirio el

liquido recolectado a un tubo centrifuga graduado de 15 ml, y se centrifugd (Marathon

6K, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA) a 100 xg (800 rpm) por 5 minutos.

Una vez centriftugado, se elimind el sobrenadante y se agregd 3 mil del medio CPW con
sacarosa al 20% {a partir del experimento 12 se utilize sacarosa al 25%), en el que se
resuspendid el precipitado. Lentamente, por las paredes del tubo, se agregd 3 ml del
medio liguido MS modificado (MSBSCH) {cuadro 3), adicionado con manitol al 9.11%
como regulador osmdtico y de los reguladores BAP 0,5 mg/l v dcido naftalenacético
{ANA) 2 mg/!l. Utilizando la misma centrifuga, se centrifugd a 100 xg por 5 minutos y se
extrajo con una pipeta Pasteur una porcion de solucion ubicada entre las dos capas
formadas, la cual se colocd en un nuevo tubo de centrifuga de 15 mil. Se resuspendid en
10 ml de medio de cultivo MSBSOH y se centrifugd a 100 xg por 5 minutos. Se elimind el
sobrenadante, dejondo 0,3 ml de medio de cultivo en los cuales se resuspendid el
precipitadoc. Se tfomaron 16 b pora realizar el conteo de protoplastos en el
hemocitometro Fuchs-Rosenthal {Weber, Inglaterra)l o Fuchs-Rosenthal Ullra Plane
{Hausser Scientific, EUA) en el microscopio (Modelo 150, Reichert-Jung, EUA). En todos los
experimentos se realizaron dos repeticiones (Erlenmeyers) por fratamiento. Los

protoplastos obtenidos por gramo de tejide se calcularon mediante la siguiente formula:

Protoplastos/g = (protoplastos/mi} x ml de solucidn de [a muestra
g de tejido que se puso a digerir

Donde los protoplastos/ml = conteo total de protoplastos de los 9 cuadros grandes x
555,556 para el hemocitometro Fuchs-Rosenthal (Weber, Inglaterra) o protoplastos/ml =
conteo total de protoplastos de los 9 cuadros grandes x 312,5 para el hemocitdmetro

Fuchs-Rosenthal Ultra Plane {Hausser Scientific, EUA).

Ademds, se separd una gota de cada repeticidon ala cual se le agregd una gota de azul
de Evans {0.01%) (Gaff y Okong O-Ogela, 1971) {anexo 2} para cuantificar la viabilidad

de los protoplastos obtenidos mediante la siguiente formula:

Viabilidad de protoplastos (%) = (No. Protoplastos tefidos / No. Total protoplastos) x 100
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Para ambas variables se realizd un ANDEVA y se determind las diferencias entre

fratamientos mediante la prueba de Tukey (Statistica 8,0, StatSoft Inc., Tulsa, EUA).

4.6. Deteccidn de polifenoles

4.6.1 Preparaciéon del material

Debido al oscurecimiento de Ia solucion enzimatica y el tejido durante el aislamiento de
protoplastos de G. angustifolia, se redlizé un andlisis de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para determinar la posible liberaciéon de polifenoles. Para ello, se utilizd
el callo friable de G. angustifolia cultivado en el medio de cultivo adicionado con 10 mg/!
2,4-D como indicado anteriormente. Para ello se colocaron 1,5 g de caillo en Edenmeyer
de 50 ml de capacidad con 5 ml de cada uno de los siguientes tratamientos: medio de
cultivo utilizado para las suspensiones celulares (descrito anteriormente); medio de cultivo
ufilizado durante la digestion enzimatica (CaClz 2H0 0,96 mg/ml, NaH:POs HO
0.17 mg/ml, buffer MES a! 0,12% y manitol al 13%) y solucidn enzimdatica (medio de cultivo
utilizado durante la digestion enzimatica) adicionado de celulasa RS 2% y macerocima
R10 1%.

Se readlizaron fres repeticiones de cada tratamiento, las cuales se colocaron por 16 horas
en oscuridad a 100 rpm. Pasado este tiempo se filtraron a través de una malla (Sigma,
Steinheim, Alemania) con un tamano de poro de 45 um, el fitrado fue liofilizado en el

equipo Christ Alpha 1-2/LD (Martin Christ GmbH, Osterode am Harz, Alemania).

Se unieron las fres repeticiones de cada tratamiento. El protocolo para la preparacion de
las muestras fue modificado de Kammerer et al. {2004), para ello se pesaron 0,8 g del
filtrado tiofilizado para ser extraido por duplicado durante 2 horas en agitacion constante
(300 rom) con una solucion de metanol y HCI (0,1%). El extracto fue cenftrifugado
{Labofuge™ 200, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Alemania) por 10 minutos a 18,8 xg {400
rpm). Ambos sobrenadantes se combinaron y se evaporaron a sequedad al vacio a 30°C,
el residuo se disolvio en agua ulfrapura a pH 3,0 y se aforé a 2 ml con agua ultrapura. Se

filtrd con un filtro de membrana de 0,45 um, el filtfrado se utilizd para el andlisis de HPLC.
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4.46.2 Andlisis mediante HPLC

El andlisis de polifenoles se llevd a cabo en el Departamento de Alimentos de Origen
Vegetal, del Instifuto de Ciencias de 1os Alimentos y Biotecnologia de la Universidad de
Hohenheim, Stuttgart, Alemania. El protocolo utilizado para la extraccion fue modificado
de Kammerer et al. (2004). Se utilizo el equipo Agilent HPLC serie 1100 (Agilent, Waldbronn,
Alemania) equipado con: el soffware ChemStation, un desgasificador modelo G1322A,
una bomba de gradiente binario modelo G1312A, un termoautomuestreador modelo
G1329/G1330A, un horno de columnas modelo G1316A y un detectior con arreglo de
diodos modelo G1315A. La columna utilizada fue la Phenomenex (Torrance, CA, EUA) Cis
Hydro-Synergi de 150 mm x 3,0 mm de didmetro intemo y 4 uym de tamafo de particula,
con una columna guarda ODS Cig (4,0 mm x 2,0 mm diametro interna), opercado a 25°C.
La fase movil estaba constituida por dcido acético al 2% (v/v) en agua (eluente A) y de
dcido acético 0,5% en agua y metanol 10:90 (v/v) {eluente B). El gradiente utilizado para
la separacion de polifenoles en fraccion 1 fue de 0% B a 35% B en 35 minutos, 35% B a 75%
B en 20 minutos, 75% B a 100% B en 2 minutos, 100% B por 5 minutos y de 100% B a 0% B en
2 minutos. En cuanto a la fracciéon 2, el gradiente fue el siguiente: de 0% B a 100% B en 83
minutos, 100% B por 5 minutos, de 100% B a 0% B en 2 minutos. Tiempo total fue de 69 y 95
minutos respectivamente, el volumen de inyeccion fue de 80 pl y el flujo fue de 0,4 ml por

minuto. Los compuestos fendlicos fueron monitoreados por separado a 280 nm y a 320

nm.

El andlisis de HPLC acoplado a masas (HPLC-MS) se realizd solamente a la muestra del
tratamiento bajo solucidn enzimdtica en presencia de las enzimas celulasa RS 2% vy
macerocima R10 1%. Se utilizd el HPLC acoplado en linea a un espectrometro de masas
Bruker 3000 + tframpa de iones {Bruker, Dalironic, Alemania) equipado con una fuente ESI,

tal como se describe en detalle por Kammerer et al. (2004).
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4.7. Andlisis enzimatico mediante SDS-PAGE

La determinacion del posible efecto de la adicidn de cisteina sobre las enzimas (celulasa
RS, macerocima R10 y pectoliasa Y23), utilizadas en el aislamiento de protoplastos de
G. angustifolia, se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de poliacriamida con
dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE). El andlisis se llevdé a cabo en el Laboratorio de
Bioguimica y Electroforesis del Centro en Investigaciones en Biologia Celular y Molecular

(CIBCM) de la Universidad de Costa Rica.

4.7.1 Preparacion de las enzimas

Se prepararon diez soluciones enzimaticas como fratamientos: 1) celulasa RS al 4%,
2) celulasa RS al 4% mas 5,3 g/l cisteina, 3) macerocima R10 al 2%, 4) macerocima R10 al
2% mas 5,3 g/t cisteina, 5) pectoliasa Y23 al 1%, 6} pectoliasa Y23 al 1% mds 53 g/l
cisteina, 7) celulasa RS al 4% mdas macerocima R10 al 2% mdas pectoliasa Y23 al 1%, 8)
celulasa RS al 4% mdas macerocima R10 al 2% mdas pectoliasa Y23 al 1% mdas 5.3 g/l
cisteina, 9) celulasa RS al 4% mas macerocima R10 al 2% mdas pectoliasa Y23 al 1%
recolectada luego de la digestion de callo de G. angustifolia y 10) celulasa RS al 4% mds
macerocima R10 al 2% mas pectoliasa Y23 al 1% mas 5.3 g/! cisteina, recolectada luego
de la digestion de callo de G. angustifolia. Todas las enzimas fueron disueltas en la
solucion utilizada durante la digestion enzimdatica: CaCly 2H20 0,96 mg/ml, NaHPO4 HO
0.17 mg/ml, buffer MES al 0,12% y manitol al 13%, con el pH gjustado con KOH 0,1M y HCI
0.1M a 5.8. Las soluciones enzimaticas fueron filtradas con un filtro de nitrocelulosa de 0,2
um para luego ser colocadas durante 40 minutos en fratamiento de vacio a 60 cmHg y

posteriormente por 1,2 horas en agitacion a 100 rom.

Para los tratamientos 9 y 10, 0,3 g de callo friable de G. angustifolia se colocd en el medio
CPW con 13% de manitol utilizado en la preplasmdlisis durante 30 minutos. Luego de este
tiempo se retird la solucién para agregar 1 ml de solucion enzimdtica, y se mantuvieron en
las mismas condiciones descritas anteriormente. Una vez franscurrido el tiempo, se filtré a

fravés de una malla (Sigma, Steinheim, Alemania) con mesh de 45 um.

En tubos Eppendorf de 0,5 ml se colocd 25 pl de muestra, 25 yl de buffer de carga y 3 ul
de mercaptoetanol. Para los marcadores estandar de peso molecular se mezclaron 5

de marcador, 10 yl de buffer de carga y 1 yl de mercaptoetanol. El buffer de carga para
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las muestras estaba compuesto de mercaptoetanol 6%, SDS 6%, azul de bromofenol 0,05%

y glicerol 50%.

4.7.2 Preparacion del SDS-PAGE

Se prepard un gel discontinuo de poliaclimamida, el gel separador al 13% y el gel
espaciador al 5%, de acuerdo con el cuadro 5. En una cdmara de electroforesis vertical
de 11 x 8 cm (Mini-Protean |l Cell, Bio-Rad, California, EUA) se vertio el gel separador con
una jeringa hasta tres cuartos de la capacidad de la cdmara. Luego se agregaron tres
gotas de butanol encima del gel y se dejd polimerizar por una hora. Transcurrido este
tiempo se elimind el butanol y se vertio el gel espaciador, el cual se dejo polimerizar por

una hora.

Posteriormente se colocd el buffer de corida compuesto por SDS 1 g/l. glicina 14,4 g/l y
tris-base 5 g/l con un pH de 8,3. Se montaron 4 yl de cada muestray 1 ul de cada uno de
los marcadores estandar de peso en cada pozo y se comrrio a 100 V por una hora.

Transcurrido este tiempo se procedid ala tincion del gel.

Cuadro 5. Composicion de los geles separador y espaciador utilizados para el gel de
poliacriiamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE)

Gel separador 13%: 15 ml Gel espaciador 5%: 7,5 ml
Acrilamida al 30% 6,5ml Acrilamida al 30% 1,25 ml
Buffer separador Buffer espaciador
, | . 1,8 ml
(15 Mtis-base, pH88) > °™  (05Mtis-HCl pHog) oM
SDS al 10% 150 ul SDS 10% 100 ul
H,0 4,525 ml H,0 4,3 ml
Tetrametiletilendiamina . .
25l 1
(TEMED) u TEMED 54l
Persulfato de amonioal . 50 4 PSA al 10% “ 40 4l

(PSA) 10%
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4.7.3 Tincion del SDS-PAGE

El gel se colocd en un recipiente en agitacion con solucion fijadora (isopropanoct 25% {v/v)
y dcido acético 10% (v/v)) por 2 horas. Transcurrido este tiempo, se retird la soluciéon
fijadora y se colocd la solucion de azul de Coomassie (metanol 50% (v/v), Coomassie
Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, California, EUA) 0,05% (v/v), acido acético 10% (v/v) y agua
destilada 40%) la cual se dejd en agitacion durante toda la noche. Al cabo de este
fiempo se retiro el azul de Coomassie y se agrego la solucién de decoloracion (metanol
5%, acido acético 7% y agua destilada 88%), permanecidé en agitacidén por 2 horas, se

repitié este Ultimo paso dos veces.

4.8. Andlisis de la pared celular

En vista de las dificultades encontradas para aislar protoplastos de G. angustifolia, se
realizd el andlisis de la pared celular con el fin de conocer mds a fondo la probiemdatica
encontfrada e intentar gjustar la composicion enzmdatica. A su vez, se analizaron especies
de las cuales se ha aislado exitosamente protoplastos en el Laboratorio de Biotecnologia
del Centro para Investigaciones en Granos y Semillas de |la Universidad de Costa Rica,
como comparacion. Bl andlisis de los azlcares neutros y dcidos galacturénico vy
glucurdnico se llevd a cabo en el Departamento de Alimentos de Crigen Vegetal, del
Instituto de Ciencias de los Alimentos y Biotecnologia de Ia Universidad de Hohenheim,

Stuttgart, Alemania.

4.8.1 Material insoluble en alcohol (MIA)

Se liofilizaron muestras de G. angustifolia (callos, hojas in vifro y de invermadero), Petunia
hybrida (hojas in vifro), Salpiglossis sinuata (callos), Hylocereus sp. (callos), Nicotiana
sanderae (callos), Nicotiana debneyi {callos) y Nicotiana gossei (callos) (cuadro é), en el
equipo Christ Alpha 1-2/LD (Martin Christ GmbH, Osterode am Harz, Alemania). Una vez

liofitizadas, las hojas se molieron (0,25 mm) con un molino (Retsch®, Haan, Alemania).
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Cuadro 6. Condiciones de cultivo y material utilizado de las especies seleccionadas para
el andlisis de polisacdaridos de la pared celular

Material utilizado Explante utilizado A A L.
Medio de cultivo para mantenimiento

Especie para analisis de para formacion de L.
. L. de callo o crecimiento de planta
polisacaridos callo
Segmentos de MS 3% sacarosa +5 mg/l BAP + 0,5 mg/I
Hylocereus sp. Callos tallo de plantas in 2ip + 1mg/l 2,4-D + 400 mg/| extracto de
vitro malta + 0,8% agar
) Hojas de plantas MS 3% sacarosa + 0,5mg/l 2,4-D +0,5
N. gossei Callos L.
in vitro mg/| BAP + 0,8% agar
. Hojas de plantas MS 3% sacarosa + 0,5 mg/l 2,4-D + 0,5
N. debneyi Callos .
in vitro mg/| BAP +0,8% agar
Hojas de plantas MS 3% sacarosa + 1 mg/l 2,4-D+0,5
N. sanderae Callos L
in vitro mg/l BAP + 0,8% agar
. Hojas de plantas MS 3% sacarosa + 0,5 mg/l AIA +0,5
S. sinuata Calos .
in vitro mg/I BAP + 1 mg/l 2,4-D + 0,8% agar
Porcion inferior
o N MS 3% sacarosa + 10 mg/l 2,4-D + 0,2%
G. angustifolia Callos de brote joven de
L phytagel
plantas in vitro
P. hybrida Hojas in vitro MS 3% sacarosa + 0,8% agar
s N MS 3% sacarosa + 3 mg/| BAP + 2 ml/I
G. angustifolia Hojas in vitro

PPM +0,2% phytagel

G. angustifolia Hojas de invernadero

Las muestras liofilizadas y molidas {400 mg) se mezclaron con etanol en ebullicion (75 ml,
80% v/v) con un homogenizador de alta velocidad (Ultra-Turrax® 125, IKA®, Staufen,
Alemania). Posteriormente se agitaron a 700 revoluciones por minuto por 2 horas en baio
Maria a 60°C. Se recuperd el extracto insoluble al filtrarlo mediante un filtro de vidrio G1
con ayuda de una bomba de vacio (Vaccubrand GmbH y Co., Wertheim, Alemania). El
precipitado se lavd dos veces con 50 ml de etanol (80% v/v) y dos veces con 25 mi de
acetona, posteriormente se secd en un horno a 50°C. Las muestras se mantuvieron en el

desecador hasta ser analizadas.

4.8.2 Extraccién secuencial de MIA

La extraccion secuencial del MIA se redlizd Unicamente para las muestras de
G. angustifolia (callos, hojas in vitro y hojas de invernadero) y N. sanderae (callos). La
metodologia fue modificada de Endress et al. (2009} y Ramirez-Truque et al. (2011). Para
ello se adicion6 30 mi de agua ultrapura (100°C) a las muestras MiA (400 mg) vy se

cclocaron en agitacion a 24°C por 30 minutos. Seguidamente se centrifugd 10 minutos
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{6600 xg, 20°C) vy se separd el sobrenadante filfrdndolo mediante un embudo de Buchner

con papel fitro de 90 mm [Whatman® 541 hardened ashless, Maidstone, Inglaterra). El
solido remanente se resuspendid nuevamente en 30 ml de agua ultrapura (100°C) vy se
agitdé a 24°C por 30 minutos. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos {6600 xg, 20°C)
y se recolecto el sobrenadante filtrando mediante un embudo de Buchner con papel
filtro de 90 mm (Whatman® 541 hardened ashless, Maidstone, Inglaterra). Ambos
sobrenadantes se mezclaron para formar la fraccion de pectinas solubles en agua
caliente (HWSP).

El precipitado insoluble en agua cdliente fue resuspendido en 30 mi de una solucidn de
hidroxido de sodio ([NaOH, 1M) y exiraido en agitacion constante durante 3 horas a 5°C.
La suspension fue centrifugada por 10 minutos (6600 xg, 20°C), el sobrenadante se separd
mediante filiracién con embudo de Buchner con papel filtro de 90 mm (Whatman® 541
hardened ashless, Maidstone, Inglaterra). El sélido restante se lavd dos veces con 30 ml de
agua ultrapura, después de cada lavado la muestra se centrifugd por 10 minutos (6600
xg, 20°C) y se filtro con el embudo de Buchner con papel filtro de 90 mm (Whatman® 541
hardened ashless, Maidstone, Inglaterra). El sobrenadante de hidroxido de sodio 1M y los
dos sobrenadantes de las resuspensiones con agua ultrapura se unieron para formar la
fraccion de pectinas solubles en dlcali (OHP). El pH de ésta fraccidn se qjustd a 6 con
Acido clorhidrico (HCH) al 10%.

El material insoluble en hidroxido de sodio (NaOH, 1M) se resuspendid en 30 ml de una
solucion de hidroxido de sodio mdas concentrada (NaOH, 4M) vy se agitd a 24°C por 5
horas. La suspension fue centrifugada por 10 minutos (6600 xg, 20°C) vy el sobrenadante se
filtré en un embudo de Buchner con papel filtro de 90 mm (Whatman® 541 hardened
ashless, Maidstone, Inglaterra). Bl sdlido restante se lavd dos veces con agua ultrapura de
la forma descrita anteriormente. Bl sobrenadante de hidroxido de sodio 4M y los dos
sobrenadantes de las resuspensiones con agua ultrapura se unieron para formar la
fraccion hemicelulosa (HC). El pH de esta fraccion se ajusto a 6 con HCI o 10%. El
precipitado restante se resuspendid en 30 ml de agua ultrapura para obtener la fraccién

de celulosa (C).
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Las fracciones obtenidas fueron sometidas a didlisis durante 48 horas utilizando

membranas flexibles (36/32, poro 25-30 A, Medicell Internacional, Londres, Reino Unido},

en agua ultrapura. Posteriormente las fracciones se liofilizaron.

4.8.3 Hidrdlisis acida

Se sometid a hidrdlisis tanto las muestras MIA como las diferentes fracciones obtenidas,
redlizando dos repeticiones de cada una. La hidrdlisis se realizd segun la metodologia de
Kurz et al. (1998), con algunas modificaciones. Para ello se agregaron 500 yl de
isopropanol y 300 yl de acido sulfurico (H2504, 72% p/p) a 20 mg de muestra. Luego de un
tiempo de reaccidn de una hora a temperatura ambiente, se detuvo la reaccion
colocando las muestras en un bano de agua con hielo y se adicionaron 5 ml de agua
ulfrapura. Posteriormente se calentaron en un calentador de bloque a 121°C por una
hora. Transcurrido este tiempo, el hidrolizado fue enfriado en un bano de agua con hielo,
luego se neutralizdé con 750 yl de amoniaco (NHs, 25% v/v). El hidrolizado se transfirid a un
baldn de 10 ml y se aford con agua ultrapura. Se tomo una alicuota de 2 ml de esta
solucion y se aforé en un baldn de 50 ml. Las muestras se filtraron utilizando filtiros de
0,45 ym (Chromafil® AO-45/15MS, Machery-Nagel GmbH y Co., Diren, Alemania) y se
inyectaron en viales de 1,5 ml con tapa (32 x 11.6 mm, VWR® GmbH, Darmstadt,
Alemania) para ser anadlizadas en el sistema de cromatografia de intercambio aniénico
de alto rendimiento con deteccién amperomeétirca pulsada - HPAEC-PAD (Dionex GmbH,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).

4.8.4. Andlisis mediante HPAEC-PAD

Para el andlisis mediante HPAEC-PAD se utilizd el protocolo previamente desarrollado por
Nagel et al. (2014}, con algunas modificaciones, en el Departamento de Alimentos de
Origen Vegetal, del Instituto de Ciencias de los Alimentos y Biotecnologia de la

Universidad de Hohenheim, Stuttgart, Alemania.

Preparacién de soluciones estandar:

Para la preparacién de los estandares se ufilizaron los reactivos descritos en el cuadro 7.
Se prepararon dos soluciones madre, la solucidon A compuesta por los azicares neutros y

el acido glucurdnico, vy la solucién B compuesta por el dcido galacturdnico.
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A partir de las soluciones madre preparadas, se realizaron diluciones de 0,0625, 0,125, 0,5,

0,625, 2,5, 5, 7,5y 10 mg/l, combinando las cantidades que se detallan en el cuadro 8 de
las soluciones A y B previamente preparados. Cada una de ellas se filtrd utilizando filtros
con un tamano de poro de 0,45 pm (Chromafil® AO-45/15MS, Machery-Nagel GmbH vy
Co., DUren, Alemania}, e inyectd en viales de 1,5 ml con tapa (32 x 11,6 mm, VWR GmbH,

Darmstadt, Alemania) para ser analizadas en el HPAEC-PAD.

Cuadro 7. Reactivos utilizados y soluciones madre para la preparacion de soluciones
estandar de azdcares neutros y dcidos galacturdnico y glucurdnico

Peso Soluciones madre
. Peso molecular-
Reactivo molecular . A B
anhidro (g/mol)
(g/mol) {mg/500 ml) (mg/200 ml)
L(-)-Fucosa (Sigma-Aldrich) 164,16 146,14 112,33
L(+)-Ramnosa monohidratada (VWR GmbH) 182,17 146,14 124,63
L{+)-Arabinosa (VWR GmbH) 150,15 132,13 113,64
D(+)-Galactosa (VWR GmbH) 180,16 162,14 111,11
D(+)-Glucosa monohidratada (VWR GmbH) 198,17 162,14 122,23
D(+)-Xilosa (VWR GmbH) 150,13 132,11 113,64
D(+)-Manosa (VWR GmbH) 180,16 162,14 111,11
D(+)-Acido glucurdénico 98,8% (Fluka AG) 194,14 176,13 110,23
D(+)-Acid lacturéni hidratad
(+)-Acido galacturénico monohidratado 212,15 176,13 120,46

{Sigma-Aldrich)

Cuadro 8. Diluciones preparadas para la elaboracion de los estandares para el andlisis
de azUcares neutros y acidos galacturdnico y glucurdnico

Azlicares neutros+GIcUA * GalUA *

Estandar (mg/l) ml solucién A/ml Estandar (mg/1) ml solucion B/ml
de agua ultrapura de agua ultrapura

10 1,00/20 56,25 2,25/20

7,5 0,75/20 43,75 1,75/20

5 0,5/20 31,25 1,25/20

2,5 0,25/20 15 0,6/20

0,625 0,625/200 3,75 1,5/200

0,125 0,125/200 0,75 0,3/200
0.0625 1 ml del estandar 0,375 1 ml del estandar

’ 0,625/10 ' 3,75/10

* GlcUA= Acido glucurénico, GalUA= Acido galacturonico.
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Condiciones del HPAEC-PAD

Los azucares neutros y dcidos galacturdnico y glucurdnico fueron analizados en el
HPAEC-PAD con una columna CarboPac PA20 (Dionex GmbH, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA), equipado con el software Chromeleon 6,9 Chromatography
Management System (Dionex Corporation). Las caracteristicas del sistema se detallan en

el anexo 3.

Los eluentes utilizados fueron los siguientes: Eluente A (agua ulfrapura), se llend con 1,8
lifros de agua ultrapura vy se gased con Nz durante 15 minutos, pasado este tiempo, se
cerrd con una tapa de rosca. Eluente B (100 mM NaOH + 170 mM acetato de potasio), se
peso 27,88 g de acetato de potasio y se aford a 1 litro a 20°C con agua ulfrapura. La
solucion se filtrd a través de un filfro de nilon con un tamano de poro de 0,2 um (Whatman
GmbH, Maidstone, Inglaterra) con ayuda de una bomba de vacio (Vaccubrand GmbH y
Co., Wertheim, Alemania) vy se gased con Nz durante 15 minutos. Posteriormente se le
adiciond 10,4 ml de NaOH (50%, p/p) vy se gasificd con Ny durante un minuto para mezclar
la solucidon, finalmente se cerrd con una tapa de rosca. Eluente C (500 mM NaOH), se
lend con 1,5 litros de agua ultrapura y se gasificd con N2 durante 15 minutos.
Posteriormente se adiciond 39 ml de NaOH (50%, p/p) y se gasificd con N2 durante un
minuto para mezclar la solucion, finalmente se cerrd con una tapa de rosca. Los

gradientes empleados de cada eluente se detallan en el cuadro 9.

Cuadro 9. Gradientes de eluentes utilizados para la determinacion simultdnea de los
azUcares neutros y Acidos galacturéonico y glucurénico mediante
cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento (HPAEC-PAD)

Tiempo % Eluente A ?j:ﬁ?&xeci % Eluente D
(minutos) (Agua ultrapura) 100mM NaOH) (500 mM NaOH)
-14,00 0 0 40
-12,00 0 0] 40
-11,90 98 2 0
0,00 98 2 0
Inyeccién
0.00 98 2 0
0,50 99 ] 0
30,00 99 1 0
30,10 0 100 0
40,00 0 100 0
40,10 0 0] 40
46,00 0 0 40
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Determinacion de la concentracion de los azicares neutros y dcidos galacturénico vy

glucurdnico enconfrados

Los distintos azucares neutros y dcidos galacturdnico y glucurénico encontrados en cada
muestra se identificaron mediante su comparacion con los esténdares, segin el tiempo
de retencion de cada uno, tal como se cbserva en el anexo 4. Las dreas se integraron
manualmente con ayuda del software Chromeleon 6,9. La determinacion de la
concentracion se redlizé con base en la integracion de las dreas de los picos
correspondientes a las soluciones estandar (anexo 4A). Se redlizaron dos repeticiones de
cada muestra, los resultados obtenidos para el MIA se analizaron mediante un ANDEVA vy
se determind las diferencias entre muestras mediante la prueba de Tukey (Statistica 8,0,
StatSoft Inc., Tulsa, EUA).

4.8.5. Andlisis del contenido de lignina

El porcentaje de lignina de cada muestra MIA se determind mediante la metodologia
propuesta por Brinkmann et al. (2002), con algunas modificaciones. Para ello se pesaron
10 mg, por duplicado, de cada muestra MIA en tubos Eppendorf de 2 ml a los cuales se
les adiciond 1,5 ml de HCI 2M y 0,3 ml de dcido tioglicdlico. Las muestras se incubaron en
bafio Maria a 95°C durante 4 horas. Pasado este tiempo se colocaron en bafo de hielo
durante 5 minutos, luego se cenfrifugaron durante 5 minutos a 14 500 xg, el sobrenadante
se descartd y el precipitado se lavo fres veces con agua ultrapura. Luego se les adiciond
1 ml de NaOH 0,5 M y se agitaron durante 18 horas. Posteriormente las muestras se
centrifugaron por 5 minutos a 14 500 xg, el sobrenadante se transfirié a otro tubo
Eppendorf vy el precipitado se resuspendid en 0,5 ml de NaOH 0,5M, nuevamente se
centrifugd. Ambos sobrenadantes se mezclaron y se les adiciond 0,3 ml de HCI 37%. Las
muestras permanecieron seguidamente a 4°C durante 4 horas. Transcurrido este tiempo,
se centrifugaron por 5 minutos a 14 500 xg, el sobrenadante se descartd y el precipitado
se solubllizd en 1 ml de NaOH 0,5M. Para determinar la absorbancia (UV-Visible
Spectrophotometer Carry 100 Conc., Alemania) a 280 nm se tomd una alicuota de 700 ml
y se disolvic en 800 ml de NaOH 0,5 M. Las curvas de calibraciéon se generaron utilizando
lignina comercial (Sigma) en dosis de 0,5, 1, 1,5, 2, 25 v 5 mg, para determinar la
absorbancia de los estandares, se tomd una alicuota de 200 ml y se disolvid en 1,8 ml de
NaOH 0,5 M.
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5. Resultados

5.1. Callos y suspensiones celulares

Se logré inducir la formacion de cdllo tanto en brotes como en puntas de raiz con los
distinfos fratamientos de reguladores de crecimiento evaluados, mientras que en

ausencia de reguladores (testigo). los explantes no formaron callo (cuadro 10).

En cuanto al porcentaje de explantes que presentaron callo a partir de brotes, se observa
en el cuadro 10 gue la mayor concentracién de auxina utilizada (6 mg/l de 2,4-D),
aumenté significativamente la formacion de callo (92%). Con puntas de raiz, los mayores
porcentajes (76 y 52%) se obtuvieron con 2,4-D a 6 y 3 mg/l, respectivamente, y no se
observé diferencias significativas entre estos fratamientos aunque fueron superiores al
testigo. El fratamiento que presentd significativamente el menor porcentaje de formacion
de callo a partir de brotes (32%) fue el tratamiento compuesto por auxina y citoquinina
(2,4-D+TD1Z). De igual forma, este tratamiento mostré un porcentaje de formacién de callo
significativamente menor (28%), en comparacion con 2,4-D a é mg/l en explantes a partir

de puntas de raiz.

Cuadro 10. Presencia y caracteristicas del callo formado a partir de segmentos de brote
y puntas de raiz de G. angustifolia, a los 70 dias de evaluacion

% Explantes que Color del callo (%) Tipo de callo (%)

Explante Tratamiento

presentaron callo* Blanco® Café Friable® Nodular
Brote Testigo 0+00d NC NC NC NC
Brote 2,4-D (3 mg/l) 68+80Db 100 a 0 72,2 a 27,8
Brote 2,4-D (6 mg/l) 92+49a 100 a 0 73,9 a 26,1
2.4-D (3mgll) +
Brote TDZ(é,m ?ng)fl} 32+49c 50 b 50 0b 100
Valor de p 0,0000 <0,0001 0,0005
x? - 22,32 15,11
g.l s 2 2
Raiz Testigo 000 c NC NC NC NC
Raiz 2,4-D (3 mall) 52 +10,2 ab 100 a 0 0 a 100
Raiz 2.4-D (6 mg/l) 76+9.8 a 100 a 0 21.1a 78,9
Raiz %SZD&TI?H’S ""} 28+4,9 be 100 a 0 28,6 a 714
Valor de p p=0,0001 0,0568 0,1733
X2 - 5,74 3,51
gl - 2 2

* Cada valor muestra el porcentaje promedio + el error estandar. *°Los valores sefalados con letras

desiguales son significativamente diferentes con un 95% de confianza. NC: No se formd callo.
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En cuanto al color, en los brotes con los tratamientos de 2,4-D con 3y 6 mg/l, el 100% de

los callos fueron blancos, mientras que en el tratamiento con 2,4-D+TDZ el 50% presentd
una coloracion café. Por su parte, el callo formado a partir de puntas de raiz fue 100%

blanco en todos los tratamientos (cuadro 10 y figura 2).

Con respecto al tipo de callo formado a partir de brotes, se observd gue solo los
tratamientos con 2,4-D (sin TDZ) indujeron callo friable (alrededor del 73%). Mientras que al
usar TDZ el tipe de callo fermado fue 100% nodular. Las puntas de raiz produjeron en su
mayoria callo nodular con valores bajos de callo friable con 6 mg/l de 2,4-D vy 2,4-D+T1DZ

(alrededor del 25%) (cuadro 10 y figura 2).

; éuf :

Testigo 2.4-D (3mgfi)F TDZ (0,01mg/l) Testigo 2,4-D (3mg/l)+TDZ (0,01mg/l)

I

2,4-D (3mg/l} 2,4-D (6mg/l) 2.4-D (3mgll) 2.4-D (6mgll)

Figura 2. Cdllos formados a los 70 dias de cultivo A) a partir de segmentos de brotes
jovenes, B) a partir de puntas de raiz de plantas in vifro de G. angustifolia. Fotos
tomadas a 160 X. Barra =0,5 cm.

En cuanto a los tratamientos empleados para el crecimiento de los callos de G.
angustifolia formados a partir de brotes, el 100% de los callos bajo los tratamientos 2,4-D (3
mg/l) + 2ip (0.93 mg/l); 2.4-D (3 mg/l) + 2ip (1.9 mg/l); 2,4-D (3 mg/l) + zeatina (1 mg/l); 2.4-
D (3 mg/l) + zeatina (2 mg/l); 2ip (0,23 mg/l); 2ip (1.9 mg/l); zeatina (1 mg/l) y zeatina (2
mg/l) se necrosaron por completo. Se observd crecimiento Unicamente en los

tratamientos que contenian solo 2,4-D (3, 6 y 10 mg/l).



39
Se obtuvo un incremento en peso fresco de mas del 200% en los callos de G. angustifolia

en los fratamientos con solo 2,4-D. Para esta variable no se observaron diferencias
significativas al emplear 3, 6 o 10 mg/l de este regulador. Sin embargo, al utilizar 10 mg/!
de 2,4-D se obtuvo significativamente que el 100% de los callos no presentaron oxidacion

a los tres meses de cultivo (cuadro 11).

Cuadro 11. Crecimiento y porcentaje de callos no oxidados de G. angusfifolia
provenientes de brotes con tres concentraciones de 2,4-D al cabo de tres
meses de cultivo

M, Incremento en Callos no
peso (%)* oxidados (%)*
24-D(3mg/l) 2321+265a 43,3 b
24-D (6mg/l) 2374+199a 517b
24-D (10 mg/l) 2464+ 385 a 100 a

Valor de p 0,8528 < 0,0001
X2 16,3
g.l - 2

* Cada valor muestra el porcentaje promedio, para el incremento en peso se muestra ademas + el
error estandar. Los valores sefalados con letras desiguales son significativamente diferentes con un
95% de confianza.

Se logré establecer suspensiones celulares a partir de callos friables provenientes de
brotes (figura 3A), tal como se observa en la figura 3B. Estas suspensiones se evaluaron por
cuatro transferencias, durante las cuales presentaron crecimiento y coloraciéon crema. En
el cuadro 12 se observa el porcentaje de incremento en el VCC de las suspensiones
celulares de G. angustifolia para las cuatro transferencias. Se observé que el crecimiento

del VCC fue significativamente mayor en la etapa previa a la primera transferencia.
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Figura 3. A) Callos de G. angustifolia en medio de cultivo con 10 mg/| de 2,4-D, formados
a partir de segmentos de brote, empleados para la elaboraciéon de las
suspensiones celulares. B) Suspensiones celulares obtenidas en medio de cultivo
liquido con 10 mg/I 2,4-D. Barra = 2,5 cm.

Cuadro 12. Porcentaje de incremento en el volumen de células compactas (VCC) en
cuatro tfransferencias consecutivas cada 15 dias, de suspensiones celulares de
G. angustifolia

No. de transferencia Incremento en VCC (%) *

0-1 250,04 28,8 a

3 45,8+20,8 b

2-3 104,2+44,3 b

3-4 62,5+26,0 b
p 0,003

* Cada valor muestra el porcentaje promedio + el error estandar. Los valores sefalados con letras
desiguales son significativamente diferentes con un 95% de confianza.
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5.2. Aislamiento de protoplastos a partir de hoja

Preplasmdlisis y aislamiento

Se redlizaron tres experimentos para el adislamiento de protoplastos a partir de hojas, tanto
de plantas in vifro como de invernadero (cuadro 2). En el primer experimento, en el cual
se utilizaron hojas provenientes de plantas in vitro, se observd que el tejido no fue digerido

a las 16 horas con ninguna de las dos enzimas empleadas ni tipo de corte.

En el experimento 2 (cuadro 2), a las hojas provenientes de invernadero se les realizd dos
fipos de corte (en cuadros y en peine) y raspado de la Idmina abaxial; la digestion
enzimdatica fue de 16 y 24 horas. A las 16 horas de digestion enzimatica no se observd la
digestion del tejido ni la presencia de protoplastos en la solucién enzimdatica luego del
periodo de digestion, por lo que se aumentéd el tiempo de la misma a 24 horas. Pasado
ese fiempo, el tratamiento de corte en cuadros presentd algunos restos celulares; sin
embargo, no fue posible observar protoplastos. De igual forma no se observd digestion ni
presencia de protoplastos al ufilizar hojas bandera de invernadero con digestiéon a 100

rom a 24 y 32°C durante 16 horas (experimento 3, cuadro 2).

5.3. Aislamiento de protoplastos a partir de callo

Preplasmdlisis

En el cuadro 13, figura 4, se observa que con el medio CPW con 13% de manitol se logré
la preplasmdlisis de las células de G. angustifolia provenientes de callo. Bajo el tiempo
minimo de exposicion (media hora) un 48,52% de las células se observaban
plasmolizadas, lo cual no difiere estadisticamente con el porcentaje de células
plasmolizadas observadas tantc a una hora como a una hora y media. Se notd un mayor

numero de células plasmolizadas (63,5%) con el tratamiento de dos horas.
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Cuadro 13. Células de G. angustifolia plasmolizadas a distintos tiempos con el medio de
Power y Chapman (1985) (CPW), mds 13% manitol

Tempo (h) Células
plasmolizadas (%)*
0 0+0 ¢
0,5 48,5+1,07b
1 44,4+1,06b
15 53,6+1,08b
2 63,5+1,83a
Valorde p <0,0001
% 96,4
gl 4

* Cada valor muestra el porcentaje promedio + el error estdndar. Los valores senalados con letras
desiguales son significativamente diferentes con un 95% de confianza.

A
(I

Figura 4. Representacién de células de G. angustifolia plasmolizadas a distintos tiempos

con el medio de Power y Chapman (1985) (CPW) mas 13% manitol. Fotografia
tomada a 160X a las 2 horas, barra = 100 pm.
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Aislamiento

En los experimentos 1 al 10, descritos en el cuadro 4, se utilizaron callos friables
provenientes de brotes, callos nodulares formados a partir de puntas de raiz vy
suspensiones celulares formadas de callos friables. Para la digestion de la pared celular,
se emplearon diversas composiciones enzimaticas con tiempos de digestion de 2, 4, 6, 8,
16y 24, asi como a diversas velocidades de agitacion (50, 80, 100 y 120 rpm). Luego de la
digestion enzimdatica se observd en todos los casos, independientemente del material
empleado, la presencia de muchos agregados celulares, lo que sugiere que no hubo una
adecuada disgregacion del cdallo. Asimismo, en ningun caso fue posible obtener
protoplastos. La figura 5 muesira una representacion de los agregados celulares

observados con los distintos tejidos utilizados.

Figura 5. Agregados celulares observados luego de 16 horas de digestion enzimdtica
ufilizando A) callos provenientes de brotes (barra = 100 um) B) callos
provenientes de raiz (barra = 38 um) y C) suspensiones celulares de callos
provenientes de brotes de G. angustifolia (barra = 250 um).

También se observd el oscurecimiento de la solucion enzimdtica durante el proceso de
digestion enzimdtica. Por lo tanto, en el experimento 11 se adiciond cisteina (5,3 g/l),
tanto a la solucién de preplasmolisis como a la enzimdtica (cuadro 4). Se observa en la
figura 6 que al agregar cisteina se logro evitar el oscurecimiento tanto del tejido como de
la solucion enzimdtica. Se encontrd que el efecto se obtiene solamente al agregarla a la
solucion enzimdtica, no durante la preplasmdlisis. A pesar de esto, tampoco se

observaron protoplastos en este experimento.
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con cisteina con cisteina y enzima con
cisteina

Figura 6. Resultado de la adicion de cisteina (5,3 g/l) durante la preplasmdlisis y digestion
enzimdtica sobre el oscurecimiento de la solucidén enzimdtica y del tejido
(experimento 11, cuadro 4).

En los experimentos 12, 16, 17 y 18 se adiciono a la solucion enzimdatica cisteina (0,02, 2,7 y
5,3 g/l), PVP (10 g/l), acido ascorbico (0,15, 0,5 y 1 g/l), acido citrico (0,15 g/l), carbén
activado (1,5 g/l), BSA (0.5 g/l) o Amberlite XAD-7 (1 y 2 g/l) (cuadro 4). El tratamiento con
cisteina 5,3 g/l fue el Unico que evité el oscurecimiento de la solucién enzimatica y del
tejido. Al utilizar una solucién enzimdatica compuesta por celulasa 4%, macerocima 2%,
pectoliasa 1% y cisteina 5,3 g/l, a 100 rpm durante 16 horas de digestion (experimento 12),
se lograron observar algunos protoplastos aislados tal como se observa en la figura 7A. Lo
mismo ocurrid en los experimentos 13, 14, y 15 ulilizando esta misma composicion

enzimdatica.
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Figura 7. Protoplastos de G. angustifolia obtenidos a partir de callos con una solucién
enzimdatica compuesta por celulasa RS 4%, macerocima R10 2%, pectoliasa Y23
1% y cisteina 5,3 g/l. 16 horas de digestion a 100 rpm. A) Sin tratamiento de
vacio y B) tratamiento de vacio por 20 minutos a 60 cmHg. Flechas sefialan los
protoplastos. Fotografias tomadas a 160X, barra = 50 um.

En el experimento 18 se utilizé un tratamiento de vacio de 20 minutos a 60 cmHg con
cisteina, dcido ascérbico y Amberlite XAD-7. El tratamiento con cisteina 5.3 g/l fue el
Unico con el que se lograron observar algunos protoplastos aislados, con un tamafo
aproximado de 10 a 20 um. Sin embargo, como se observa en la figura 7B, hay muchos

restos celulares y algunos de los protoplastos se muestran danados.

En vista de la gran cantidad de restos celulares que se observaron en el experimento 18,
se probaron distintos fiempos de digestion enzimatica utilizando celulasa 4%, macerocima
2%, pectoliasa 1% y cisteina 5.3 g/l con tratamiento de vacio durante 20 minutos a 60
cmHg (experimento 19, cuadro 4). Se obtuvo a las 2 horas 5,11 x 103 protoplastos por
gramo, los cuales no difieren estadisticamente de los obtenidos a las 4 horas (5,35 x 10%) vy
5 horas (4,26 x 103); sin embargo, se observaron menos protoplastos con los tiempos de
digestion mds extensos (16 y 22 horas). En cuanto a la viagbilidad, se obtuvieron
porcentajes de enfre el 82,7% (4 horas) y el 65% (22 horas), sin diferencias significativas

entre los tiempos de digestién (figura 8).
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Figura 8. Protoplastos obtenidos por gramo de callo de G. angustifolia y su viabilidad con
distintos tiempos de digestion enzimdatica a 100 rpm con una composicion de
4% celulasa, 2% macerocima, 1% pectoliasa y cisteina 5.3 g/l. y con un
fratamiento de vacio de 20 minutos a 60 cmHg. Los valores sefialados con
lefras desiguales son significativamente diferentes con un 95% de confianza.

En la figura 9 se muesira el efecto de dos periodos de vacio sobre el nimero de
profoplastos por gramo obtenidos y su viabilidad. Se obtuvo significativamente una mayor
cantidad de protoplastos por gramo al utilizar un fratamiento de vacio de 40 minutos
(1,34 x 104), que con 20 minutos (5,11 x 103). No se encontraron diferencias en cuanto a su
viabilidad.
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Figura 9. Protoplastos obtenidos por gramo de callo de G. angustifolia y su viabilidad con
una digestion enzimatica de 2 horas a 100 rpm en una solucién compuesta por
4% celulasa, 2% macerocima, 1% pectoliasa y cisteina 5,3 g/l. y con dos
tratamientos de vacio: 20 o 40 minutos a 60 cmHg. Los valores senalados con
letras desiguales son significativamente diferentes con un 95% de confianza.

En la figura 10 se observa que no hubo efecto de la adicidn de driselasa sobre la
cantfidad de protoplastos (experimento 20, cuadro 4). Sin embargo, al no adicionar la
enzima pectoliasa, se obtuvo de forma significativa menos protoplastos por gramo (1,925 x

103). En ninguno de los casos se observaron diferencias significativas en su viabilidad.

Por ofro lado, se encontré determinante la adicion de cisteina durante la digestion
enzimdatica también al utilizar bomba de vacio (experimento 21, cuadro 4). En la figura 11
se observa un mayor numero de protoplastos por gramo al adicionar cisteina 5.3 g/l a
una combinacién enzimatica compuesta por celulasa 4% y macerocima 2%, durante 2
horas de digestion a 100 rom y con un tratamiento de vacio de 40 minutos a 60 cmHg. No
se observaron diferencias significativas en cuanto a la cantidad de protoplastos
obtenidos ni su viabilidad al disminuir el potencial osmdtico de la solucion enzimdtica al
5,5%.
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Figura 10. Protoplastos obtenidos por gramo de callo de G. angustifolia v su viabilidad
con una digestion enzimdtica de 2 horas a 100 rpm en una solucién base
compuesta por 4% celulasa, 2% macerocima, 1% pectoliasa y cisteina 5.3 g/,
con y sin 1% driselasa y sin 1% pectoliasa, con un tratamiento de vacio de 40

Los valores senalados con letras desiguales son

significativamente diferentes con un 95% de confianza.

minutos a 60 cmHg.
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Figura 11. Protoplastos obtenidos por gramo de callo de G. angustifolia y su viabilidad
con una digestion enzimatica de 2 horas a 100 rom en una solucion base
compuesta por 4% celulasa, 2% y macerocima, con y sin cisteina 5,3 g/l v
manitol al 11% y 5,5%, con un tratamiento de vacio de 40 minutos a 60 cmHg.
Los valores senalados con lefras desiguales son significativamente diferentes
con un 25% de confianza.
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En la figura 12 se observa el anillo de protoplastos formado, asi como los protoplastos

obtenidos con pocos restos celulares, al utilizar una mezcla enzimdtica compuesta por
celulasa 4%, macerocima 2%, pectoliasa 1% y cisteina 53 g/l. durante 2 horas de
digestion a 100 rpm y con un tratamiento de vacio de 40 minutos a 60 cmHg. Los
protoplastos obtenidos tuvieron un tamano aproximado de 20 a 40 um. Estos protoplastos

no se pudieron cultivar porque las tasas de aislamiento fueron muy bajas.

6 1
10000

Figura 12. Protoplastos de G. angustifolia obtenidos a partir de callos con una solucion
enzimdtica compuesta por celulasa RS 4%, macerocima R10 2%, pectoliasa
Y23 1% y cisteina 5,3 g/l. con tratamiento de vacio durante 40 minutos a 40
cmHg y 2 horas de digestion. A) Anillo de protoplastos observado durante el
aislamiento. B) Flechas senalando los protoplastos viables obtenidos.
Fotografia tomada a 160X, barra = 50 ym.

5.4. Deteccién de polifenoles

En la figura 13 se muestra los resultados obtenidos para la deteccidon de polifenoles en la
fraccion 2 a 280 nm (los mismos compuestos se encontraron en la fracciéon 1), para cada
uno de los fratamientos. No se observo la presencia de compuestos a 320 nm, tanto en la

fraccion 1 como enla 2 en ninguno de los fratamientos.
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Figura 13. Cromatogramas de la fraccién 2 (280 nm), para los tratamientos de callos de
G. angustifolia en A) suspension celular, B) 16 horas de digestion con una
solucion enzimdtica en ausencia de enzimas y C) 16 horas de digestion
enzimdatica con las enzimas celulasa 2% y macerocima 1%.
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Los resultados muestran que no hubo picos evidentes que indiquen la presencia de

polifenoles, tanto en el tratamiento de callos en suspension (figura 13A) como en el
fratamiento de callos en solucidon enzimdatica en ausencia de enzimas (figura 13B). De
forma contraria, existe la presencia de dos compuestos evidentes al colocar los callos en
la solucion enzimdtica adicionada con celulasa RS 2% y macerocima R10 1% (picos 1 vy 2,
figura 13C).

En vista que se observaron compuestos en el tratamiento de los callos con la solucion
enzimatica en presencia de enzimas, se realizd la espectrometria de masas de la cual se
obtuvieron los iones caracteristicos de los dos compuestos observados, los cuales, sin

embargo, no se lograron identificar (cuadro 14).

Cuadro 14. lones caracteristicos de los polifenoles encontrados en el tratamiento de 16
horas de digestion enzimdatica de los callos de G. angustifolia con las enzimas
celulasa 2% y macerocima 1% en las fracciones 1 y 2 a 280 nm

NOm. Tiempo de [M-H] -
Compuesto retencién (min) Compussic m/z HRLGEME il
] 17.8 Desconocido 2029 MS' [202,9]: 115,8 (100), 159,7 (83), 158,8 (28)
2 22,1 Desconocido  260,1 MS? [260,1]: 130,7 (100), 178,7 (80), 202,6 (72), 215,7 (71)

5.5. Andlisis enzimatico mediante SDS-PAGE

Se redalizo un SDS-PAGE con el fin de determinar el posible efecto de la adicidon de cisteina
sobre las enzimas utilizadas en el dislamiento de protoplastos. Se observa en la figura 14
que la adicién de la cisteina no afecta el patrén de bandas obtenido en ninguna de las
enzimas (celulasa RS, macerocima R10 y pectoliasa Y23), ya sea de forma individual o
combinada. De igual forma no se observa una diferencia en el patrén de bandas luego

de la digestion enzimdatica del callo friable de G. angustifolia por 2 horas a 100 rpm.
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Figura 14. Gel de poliacriamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) del 5-13% tenido
con azul de Coomassie 1) celulasa RS 4%, 2) celulasa RS 4% + cisteing,
3) macerocima R10 2%, 4) macerocima R10 2% + cisteina, 5) pectoliasa Y23 1%,
é) marcador estdndar de bajo peso molecular, 7) pectoliasa Y23 1% + cisteing,
8) celulasa RS 4% + macerocima R10 2% + pectoliasa Y23 1%, 9) celulasa RS 4% +
macerocima R10 2% + pectoliasa Y23 1% + cisteina, 10) celulasa RS 4% +
macerocima R10 2% + pectoliasa Y23 1% luego de 2 horas de digestion
enzimdatica de callo friable de G. angusfifolia, 11) celulasa RS 4% + macerocima
R10 2% + pectoliasa Y23 1% + cisteina luego de 2 horas de digestion enzimdtica
de cdllo friable de G. angustifolia y 12) marcador estdndar de alto peso
molecular.

5.6. Andlisis de la pared celular

Durante el andlisis de los azicares neutros y dcidos galacturénico y glucurdnico, se
observd una adecuada separaciéon de la ramnosa de la arabinosa y la manosa de la
xilosa con el método empleado. En el anexo 4B se muestra una representacion de los
cromatogramas obtenidos tanto para las muestras del MIA como de las fracciones en

comparacion al estandar.
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En el cuadro 15 se presenta el contenido de azUcares neutros y acido urdnico del MIA de
las distintas muestras analizadas. Se observé un menor contenido de ramnosa y de dcido
galacturénico en las muestras de bambu que en todas las otras muestras. La arabinosa se
encontré en grandes cantidades en los callos de bambU en comparacidon con la
obtenida en callos de las ofras especies analizadas; de igual forma se obtuvo mayor
contenido de arabinosa en las hojas de bambu, tanto in vifro como de invernadero, en
confraste con las hojas de petunia. En cuanto a la galactosa, las hojas de bambu, tanto
in vitro como de invernadero, mostraron un menor contenido de este azicar que el resto
de materiales analizados. El bambuU mostrd altos contenidos de xilosa en contraste con las
ofras muestras analizadas. Los contenidos de manosa observados fueron muy bajos en
todas las muestras analizadas, incluso no fue detectado en las hojas de bambU pero si en
los callos. El contenido de acido glucurdnico fue mayor en los callos de bambu que en el

resto de los materiales analizados.

Con respecto al fraccionamiento del MIA, se destaca en el cuadro 16 el alto contenido
de arabinosa y galactosa en los callos de G. angustifolia en todas las fracciones respecto
a las demds muestras, asi como el alto contenido de xilosa en las muestras de bambu
(callos, hojas in vitro y hojas de invernadero) respecto a los callos de N. sanderae en las
fracciones de pectinas solubles en dicali, hemicelulosa y celulosa. Respecto al dacido
galacturénico, éste se obtuvo en mayor cantidad en los callos de N. sanderae para las
fracciones de pectinas solubles en dlcali, hemicelulosa y celulosa, siendo mayor en ésta
Ultima fracciéon (92,16 g/100 g de MIA). Se observé ademds para esta especie un dlto

contenido de glucosa en las fracciones de pectinas solubles en dlcali y hemicelulosa.
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Cuadro 15. Composicion de azicares neutros y acido urénico del material insoluble en alcohol (MIA) de la pared celular de callos
y hojas de las distintas especies analizadas

Rendimiento

Composicion de aztcares neutros y acido urdnico (g/100g Peso seco de MIA)*

Especie Matexial (% MIA) Fucosa Ramnosa Arabinosa Galactosa Glucosa Xilosa Manosa Ac'd? . Acu‘io_
galacturénico glucurénico
Hylocereus sp. Callos 39,89 0,38+0,00a 123+0,00c 3,24+0,02e 7,87+0,03c 2,76+0,05f 172+0,01f 0,5+0,00c 596+0,18b 0,16+0,00d
N. gossei Callos 45,05 tr 106+0,01d 3,45+0,08e 550+0,9e¢ 536+0,04b 162+0,05f 0,09+0,01d 513+0,03¢c 0,17+0,00d
N. debneyi Callos 35,35 tr 140 +0,03b 6,00+0,03b 6,88+0,01d 2,30 +0,03g 175+0,0le 0,25+0,01b 595+0,05b 0,25+0,00b
N. sanderae Callos 48,06 tr 146+0,01b 4,96+0,07c 5M11+0,04e 9,33+0,03a 2,33+0,04f 0,09+0,00d 574+0,01b 0,7+0,01d
S. sinnuata Callos 37,36 tr 163+0,02a 4,% +0,05d 9,52 +0,17a 187 £+0,02h 2,91+0,09d 0,08 +0,00d 7,08 +0,15a 0,22 +0,00c
G. angustifolia Callos 38,45 0,12+0,01b 0,34+0,00e 1507+0,21a 8,53+0,06b 2,98+0,03e 10,66+0,04c 0,37+0,01a 0,60+0,02d 0,47+0,002
Petunia hybrida Hojas in vitro 50,32 tr 1,25+0,03¢ 165+0,04f 3,04+0,09f 2,81+0,02ef 156+0,03f 0,16+0,00c 597+0,02b 0,13+0,00e
G. angustifolia Hojas in vitro 63,83 tr 0,16+0,00f 4,87+0,00c 187+0,01g 3,61+0,02d 14,00 +0,01a nd 0,60+0,01d 0,08+0,00f
G. angustifolia Hojas invernadero 74,91 tr 0,15+0,00f 4,39+0,03d 169+0,01g 4,62+0,01c 11,28+0,02b nd 0,55+0,01d tr
Valor de p 0,0007 ~ 0,0000  0,0000  0,0000  0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Cada valor muestra el porcentaje promedio + el error estandar. Los valores sefialados con letras desiguales son significativamente diferentes con un
95% de confianza. MIA: material insoluble en alcohol. Nd: no detectado. Tr: trazas azicares neutros y acido glucurdnico < 0,07 g/100 g, dcido
galacturénico < 0,47 g/100.
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Cuadro 16. Composicion de azUcares neutros y dcido urénico de cada fraccion del material insoluble en alcohol (MIA) de la
pared celular de callos y hojas de G. angustifolia y callos de N. sanderae

Composicion de aziicares neutros y dcido urdnico (g/100g Peso seco de cada fraccion de MIA)*

Fracsion Especie Material Rengimlenito Acido Acido
MIA (% fraccion MIA)  Fucosa Ramnosa Arabinosa  Galactosa Glucosa Xilosa Manosa - -
galacturdnico glucurénico
G. angustifolia  Hojas invernadero 0,94 tr 0,73+0,01 6,89+0,9 6,52+0,2 1512+0,18 161+0,03 0,12+0,00 4,00+0,01 tr
HWSP Hojas in vitro 146 tr 0,43+0,01 566+0,7 6,03+0,08 3,61+0,01 114+0,01 tr 3,04+0,01 tr
Callos 2,57 0.25+0.01 159+0,02 9,95+0,4 0,79+0,01 8,09+0,09 3,52+0,10 0,67%0,02 0,67+0,02 108+0,00
N. sanderae Callos 541 tr 2,42+0,07 2,76+0,18 2162+132 6,20+0,02 133+0,04 0,18+0,01 359+0,07 0,81+0,03
G. angustifolia Hojas invernadero 15,03 0.16+0.00 0,7+0,00 6,34+0,4 3,87+0,06 6,58+0,10 24,69+0,36 nd tr 0,08+0,00
OHP Hojas in vitro 10,38 tr 0,10+0,00 6,04+0,08 234+0,02 3,28+0,04 22,24+0,51 nd tr 0,09+0,00
Callos 15,70 0.24+001 0,22+40,01 15,28+0,11 6,0040,02 3,44%0,03 12,12#0,20 0,46+0,02 tr 0,71+0,00
N. sanderae  Callos 6,45 tr 0,43+0,00 164+0,07 2,24+0,05 32,31+171 5,72+0,30 0,31+0,01 112+0,01 0,28+0,00
G. angustifolia  Hojas invernadero 22,07 tr 0,11+0,00 5,35+0,12 2,24+0,05 8,20+0,03 19,47+0,09 nd tr tr
HC Hojas in vitro 22,42 tr 0,2+0,01 5,77+0,06 193+0,01 5,25+0,04 18,31+0,12 nd tr tr
Callos 17,34 0.24+0.00 0,38+0,00 18,81+0,07 1,07+0,10 8,71+0,04 1730+0,11 102%+0,03 0,71+0,01 0,42+0,00
N. sanderae Callos 6,17 0.4+0.01 0,58+0,02 709+0,05 292+0,02 19,21+0,68 6,26+0,21 0,87+0,02 112+0,01 0,20 +0,00
G. angustifolia Hojas invernadero 34,26 0.03+0.00 0,4+0,00 4,37+0,03 108+0,01 10,05+0,00 6,58+0,06 nd 0,50 +0,01 nd
c Hojas in vitro 38,69 tr 0,8+0,00 4,55+0,09 129+0,03 7,77+0,27 6,37+0,22 nd 0,84+0,00 tr
Callos 32,91 0.%+0.01 0,31+0,01 14,78+0,14 9,49+0,02 6,4+0,00 11,68+0,05 nd 0,57+0,01 0,33+0,00
N. sanderae  Callos 52,71 0.3+0.00 2,36+0,01 6,22+0,09 4,35+0,08 6,90+0,2 211+0,05 nd 9,%5+135 0,4+0,00

*Cc:c_icl valor muestra el porcentaje promedio + el error estadndar. MIA: material insoluble en alcohol. HWSP: pectinas solubles en agua caliente. OHP:
pectinas solubles en dicali. HC: hemicelulosa. C: celulosa. Nd: no detectado. Tr: trazas azicares neutros y deido glucurénico < 0,07 g/100 g, écido
galacturénico < 0,47 g/100.
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Al momento de digerir con dcido sulfurico las muestras de hojas, tanto de plantas en

invernadero como in vitro de G. angustfifolia, se encontrd un precipitado. Se observa en la

figura 15 las fibras del MIA sin romper luego de la hidrdlisis acida.

Figura 15. Fibras observadas luego de la hidrdlisis decida del material insoluble en alcohol
(MIA) en las muestras de G. angustifolia de A) hojas de invernadero y B) hojas
in vitro. Flechas sefalan las fibras.

En el cuadro 17 se observa el rendimiento y viabilidad de los protoplastos obtenidos en
distintas especies (a excepcion de Nicotiana gossei) con las cuales se trabaja en el
Laboratorio de Biotecnologia del Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, en
relacién con el porcentgje de lignina encontrado. Se observa que los callos de G.
angustifolia presentaron el menor porcentaje de lignina (0,5%) en contraste con los callos
de las otfras especies analizadas (20,6 a 4.5%). En cuanto a las hojas, los mayores
porcentajes de lignina se observaron en las hojas in vitro (19.5%) y hojas de invernaderos

(15.2%) de G. angustifolia, las hojas in vitro de P. hybrida presentaron un 5,1% de lignina.
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Cuadro 17. Comparacion de las condiciones de digestion enzimatica, protoplastos por gramo y viabilidad obtenidos en distintas
especies con respecto al porcentaje de lignina obtenido

Material utilizado Digestion enzimatica Protoplastos fevifhediai
Especie para aislamiento Composicion Agitacion Duracion Protoplastos Viabilidad Refeicnda I\i 1A (%)*
de protoplastos enzimatica (rpm) (horas) por gramo (%)
celulasa 0,5%, 5 -
Hylocereus sp. Callos . 50 16 3,2x10 80-90 Vifas (2011) 10,33+ 0,49
macerocima 1%
N. gossei No se han realizado experimentos en esta especie 20,60+ 0,27

celulasa 0,7%, .
N. debneyi Callos = : 3 50 16 4 6x10" 84 Solérzano et al. (2011) 5,57 +0,25
macerocima 0,3% ’

lul 0,8%, i
N. sanderae Callos e as.a s 50 16 3 3x10° sin datos Soldrzano et al. (2011) 6,77 +0,00
macerocima 0,3% ’

. celulasa 0,5%, o
S. sinuata Callos ‘a 50 16 4x10° 80-90 Vinas y Mora (2008) 4,50 + 0,02
macerocima 0,2%

celulasa 4%,

macerocima 2% 2 {400k Resultados de este
G. angustifolia Callos & 100 ioa 60 69 0,55 +0,14
omE pectoliasa 1%, s 1,34x10° & trabajo (figura 9)

H
cisteina 5,3 g/| cmHg)
. Hojas in vitro sin celulasa 1%, :
P.hybrida o i ; 50 16 1x10’ 80-90 Vifias y Mora (2008)  5,06+0,12
epidermis macerocima 0,3%
G. angustifolia  Hojas in vitro celulasaf Dreai0, 3%, 50 16 0 0 Resutanks _de Bite 19,53+ 0,65
macerocima 0,2-0,3% trabajo

celulasa 2-4%, & iWados ds asta
G. angustifolia Hojas invernadero macerocima 0,2-3%, 100 16-24 0 0 pREIATS 15,20 + 0,96

hemicelulasa 0-0,5% trabajo

* Cada valor muestra el porcentaje promedio + el error estandar.
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6. Discusion

6.1. Callos y suspensiones celulares

Se obtuvo que dosis crecientes de la auxina 2,4-D indujo mayor formacién de callo a
partir de brotes, especificamente é mg/l de 2,4-D que con dosis menores. Marulanda et
al. (2005) tambien obtuvieron callos de G. angustifolia a partir de yemas axilares en un
medio suplementado con 6 mg/l de 2,4-D. Por su parte, Ramanayake y Wanniarachchi
(2003) requirieron también altas concentraciones de auxinas (2,4-D a 7.5 mg/l junto con
ANA a 3 mg/l) para la induccion de callo a partir de segmentos de brote en
Dendrocalamus gigantfeus. Ellos postulan que la necesidad de altas concentraciones de
2.4-D se puede deber al hecho de que los explantes utilizados provenian de plantas
expuestas a concenfraciones muy altas de citoquinina (6 mg/l de BAP). De forma similar,
en este frabgjo las altas concentraciones de 2,4-D requeridas para la induccion de callo
en G. angusfifolia también pueden estar relacionadas con el hecho de que los explantes
utilizados se tomaron de plantas que se encontraban en un medio suplementado con
citoquinina (BAP 3 mg/l), con el consecuente posible efecto residual. En cuanto a las
puntas de raiz, los mayores porcentajes de formacion de callo se obtuvieron con 2,4-D a é
y 3 mg/l. Probablemente las causas se pueden explicar por las mismas razones que para

los brotes.

Las auxinas, solas o en combinacién con las citoquininas, por lo general son necesarias
para promover la formacion de callo ya que inducen la dediferenciacién de las células,
su balance determina el tipo de respuesta obtenido. La auxina 2,4-D es la mdas utilizada
para iniciar la formacioén de callo y para inducir la formacién de embriones somdaticos. Por
lo general este regulador de crecimiento se requiere en altas concentraciones en
monocoftileddneas, en especial Poaceas ya que es necesario una alta concentracion de
auxina respecto a la de citogquinina para la formacidn de callo (Raghavan, 2004;
Machakova et al., 2008; Van Staden et al., 2008). A partir de brotes, el menor porcentaje
de formacion de cdllo se dio en el fratamiento compuesto por auxina y citoquinina
(2,4-D+TDZ). De igual forma, este tratamiento mostrd el menor porcentaje de formacion
de callo en comparacion con 2,4-D a 6 mg/l en explantes a partir de puntas de raiz, de
forma conftraria a lo observado por Choun et al. (2004) en Bambusa edulis, quienes

obtuvieron callos embriogénicos a partir de nudos y entrenudos con 3 mg/l de 2,4-D junto
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con 0,01 mg/l de fidiazurén (TDZ). Se observé que el uso de la citoquinina TDZ para la

induccion de callo no fue efectivo para G. angustifolia. Probablemente el TDZ, al ser una
fenilurea que promueve |la acumulacion de las citoquininas enddégenas mediante la
inhibicion de la citoquinina oxidasa (Van Staden et al., 2008), afectd el balance auxina-

citoquinina requerido para la formacién de callo en G. angustifolia.

Se observd ademdas una tendencia a la aparicion de callos friables utilizando segmentos
de brote como explante y 2,4-D. Lo anterior también fue reportado por Ramanayake vy
Wanniarachchi (2003), quienes obtuvieron callos friables a partir de tallos utilizando este
regulador. Por ofra parte, los callos nodulares en G. angustifolia se presentaron en mayor
proporcion utilizando puntas de raiz como explante. Chang y Lan (1995) obtuvieron callos
con apariencia lisa y globular a partir de puntas de raiz de Bambusa beecheyana
utilizando 2,4-D y kinetina. Diferentes explantes de distintos tejidos pueden dar lugar a
callos de diferente color y tfipo, variando su capacidad morfogenética (Gahan y George,
2008). Asi por ejemplo Munoz et al. (2002) reportaron que los callos nodulares de D.
giganteus inducidos con auxinas (2,4-D) y citoquininas (zeatina) presentaron capacidad
organogénica; por ofra parte, Ramanayake y Wanniarachchi (2003) obtuvieron en esta
misma especie callos friables, inducidos con 2,4-D, que desarrollaron estructuras
proembriogénicas. En este caso, para G. angusfifolia los callos friables fueron
seleccionados ya que para el aislamiento de protoplastos, es recomendable que las
células se encuentren menos agregadas, permitiendo asi un mayor contacto de las

células con las enzimas que digieren la pared (Evans y Cocking, 1977).

Las citoquininas promueven el crecimiento del callo, ya que participan en la regulaciéon
del ciclo celular, promoviendo su division (Van Staden et al., 2008). La disminucién del
2,4-D solo o en combinacidén con citoquininas puede conllevar a la formacién de brotes o
el desarrollo de embriones somdticos (Lin ef al., 2012). Por ello, una vez formados, se
colocaron los callos en medio de crecimiento suplementado con distintas
concentraciones de 2,4-D solo o en combinacion con citoquininas. La zeatina ha sido
empleada con éxito por Munoz et al. (2002) quienes obtuvieron callos derivados de
dpices y hojas jévenes utilizando 3 mg/l de 2,4-D solo y en conjunto con 1 mg/l de zeatina.
Saxena y Dhawan (1999) también utilizaron este regulador para la multiplicacion de callos
embriogénicos en Dendrocalamus strictus y Yuan ef al. (2013), para la formacién de callo

embriogénico y promocion del crecimiento en Phyllostachys heterocycla. En cuanto al
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2ip, éste se ha empleado con éxito en otras monocotieddneas, tal como en Phoenix

dactylifera (Al-Khayri, 2005, 2007; Eke et al., 2005). En G. angustifolia, tanto las citoquininas
solas o en combinacion con el 2,4-D ocasionaron el oscurecimiento total del callo
(cuadro 11), no se observaron brotes ni embriones. Probablemente las altas
concentraciones de auxina requeridas eran necesarias para mantener un balance

adecuado de auxina y citoquinina que favorecié el crecimiento del callo.

Los cdllos friables del medio de crecimiento suplementado con 10 mg/l de 2,4-D fueron
los que presentaron el menor oscurecimiento, por lo que se utilizaron para establecer las
suspensiones celulares. Segun Szabados et al. (1993), los callos friables constituyen el mejor
material para el inicio de suspensiones celulares al estar las células mds disgregadas.
Durante las cuatro transferencias fue posible observar para G. angustifolia (figura 3), la

disociacién de los agregados celulares como lo describe Hall (1991).

Power y Chapman (1985) recomiendan utilizar las suspensiones celulares cuando las
células se encuentran en su periodo de mayor crecimiento para el aislamiento de
protoplastos, ya que las paredes celulares son mds delgadas y se podrian requerir
menores concentraciones enzimdticas y tiempos de incubacién mds cortos durante la
digestion enzimdtica. En G. angustifolia se observé un mayor crecimiento durante los
primeros 15 dias de cultivo por lo que se utilizaron en esta etapa para los experimentos
posteriores realizados en aislamiento de protoplastos de ésta especie. Es probable que el
VCC disminuyera respecto a los primeros 15 dias de cultivo por un faltante de nutrimentos
en relaciéon a la densidad de células (Garcia-Aguila et al., 2012), ya que en cada
transferencia se coloco la mitad de la suspension adicionado de la mitad del volumen

faltante con medio fresco.
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6.2. Aislamiento de protoplastos a partir de hoja

Las hojas se utilizan cominmente para el aislamiento de protoplastos ya que presentan
altos rendimientos y menor variabilidad genética gue los callos. Se prefieren las hojas in
vifro que las de invernadero ya que con ello se evita realizar la desinfeccion del material y
se reduce el fesgo a que éste se contamine, asi como también se disminuye el efecto de
las variaciones ambientales (Evans v Cocking. 1977 Davey et ol, 2005). Se realizd
Unicamente un expermento a partir de hojas in vilro debido o la poca disponibilidad de
material, ya que se requeria de una canfidad muy grande de hojas para pesar los 0.2 g

necesanos.

En los experimentos posteriores se ufiizaron hojas de invernadero. Primeramente se intento
gislar protoplastos ufilizando la enzima reportada por Power y Chapman (1985) paora el
aislamiento de protoplastos a partir de hojas de cereales, Se intentaron dos fipos de corte
v raspado de las hojas para intentar eliminar la epidermis y asi exponer las células del
mesofilo a la enzma (Evans v Cocking, 1977). Posteriormente se intenté obtener
protoplastos a partir de hojas basandose en el pratocolo de Hsamoto y Kobayashi (2010),
quienes lograron oblener alrededor de 2.0 x 10¢ protoplasios por 0.3 g de tejido de cuatro
especies de bambl: Lithachne pauciflora, Phyllostachys meyen, Saso jotanii y Bambusa

vulgaris, uflizando una solucion enzimatica compuesta por celutasa 4% y macerocima 3%.

Mo se lograron aislar protoplastos de G. angustifolia utilizando hojas en ninguno de los
casos. Aun cuando se ullizaron agitaciones altas por tiempos prolongados (Huang ef al..
198%9a). no fue posible observar una adecuada digestion del tejido, ya que casi no se
observaron restos celulares en las observaciones redlizadas con el microscopio invertido.
Probablemente la enzima no logrd penetrar el tejido para lograr la separacion de las
células v posteriormente digerr la pared |Evans y Cocking, 1977). o bien, al cortar o raspar
las hojas se pudieron haber liberado compuestos inhibitorios que afectaron la octividad

enzmalica, como fue observado por Bult [1985) en diversas especies lefiosas.
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6.3. Aislamiento de protoplastos a partir de callo

Durante el proceso de dislamiento de protoplastos se recomienda contraer la pared
celular, plasmolizando las células con soluciones de sales con azUcares o alcoholes
azucarados, como el manitol (Gutiérrez et al., 2003). Diversos autores que han obtenido
protoplastos a partir de callo en monocotileddneas, tales como arroz (Mori et al., 1991) y
maiz (Imbrie-Milligan y Hodges, 1986}, no incluyen la preplasmdlisis como un paso previo al
aislamiento de protoplastos. Aun asi, la etapa de prepldsmdlisis puede ser importante ya
le confiere proteccion al protoplasto al favorecer su separacion previa al rompimiento de
la pared celular, ademds que le proporciona resistencia a la célula ante los efectos
téxicos de la enzima utilizada en su digestion (Ochatt et al., 1992). Por tanto, se decidié
realizar esta etapa para el aislamiento de protoplastos de G. angustifolia. Se determind
qgue el medio CPW con 13% manitol logré plasmolizar un 48,52% de las células en media
hora. Segun Gutiérrez et al. (2003), la concentracion osmdtica de la solucidon y el tiempo
debe ser suficiente para causar el desprendimiento de la pared celular sin ocasionarle
dano a la célula. En vista de que no hubo diferencias entre 0,5, 1 y 1,5 horas y para
facilitar el tiempo de extraccién, se decidié seleccionar media hora (a partir de que se

empezaron a ver protoplastos, experimento 11).

Durante los primeros experimentos redlizados para el aislamiento de protoplastos (1-10,
cuadro 4) a partir de callo y suspensiones celulares, no fue posible obtener protoplastos.
Se observaron muchos agregados celulares, lo que sugiere que no hubo una adecuada
separacion de las células, y en concecuencia las enzimas no pudieron digerir la pared
celular (Rao y Prakash, 1995). Ademds, se observd un oscurecimiento de la solucion
enzimdatica y del tejido posterior al proceso de digestion enzimdatica, lo cual también se
podria relacionar con la oxidacién de fenoles que se liberan luego de la ruptura de
algunas células (Huang et al., 2002). La reaccidon de oxidacion produce radicales vy
quinonas que podrian interferir negativamente con la actividad de las enzimas (Mehrotra

y Aggarwal, 2006; Hagerman, 2012).

En vista del evidente oscurecimiento de la solucidn enzimdatica durante la digestion, se
adiciond cisteina como tratamiento previo durante la preplasmdlisis y a la solucion
enzimdatica. Faye y David (1983) lograron triplicar el nimero de protoplastos obtenidos a

partir de raices de Pinus pinaster al adicionar cisteina (5,3 g/l) durante la preplasmdlisis. Sin



63
embargo, los resultados de este trabajo sugieren que la cisteina es efectiva solo si se le

agrega a la solucion enzimdtica, tal como lo redlizd Ishii (1984) en avena. La liberacidon de
compuestos fendlicos ocurre durante la digestion enzimdtica, probablemente el
rompimiento de algunas células ocasione que se liberen fenoles (&cidos ferdlico, p-
coumdrico y dehidrodiferdlico) que se encuentran enlazados a @ los
glucuronoarabinoxilanos mediante enlaces ésteres, propios de las monocoliedéneas
commelinoides como el bambu (Ishii y Hiroi, 1990; Harris y Smith, 2006; Vogel, 2008).
Ademds, se podrian producir o liberar rapidamente dcidos hidroxicindmicos a partir de los
dcidos ferdlico y p-coumdrico, como se ha visto como resultado del ataque de
microorganismos (en este caso podria ser producido por la accién de las enzimas) o dafio
mecdnico. Esto contribuye al endurecimiento de la pared como defensa, reduciendo su
digestibilidad, tal como fue observado por Jones et al. (2012) durante el dislamiento de
protoplastos en hojas y callos de Umus americana, Prakash et al. (1997) en Capsicum
annum y Wende vy Fry (1997) en la poaceae Festuca arundinaceae durante la digestion
enzimdatica de suspensiones celulares. El grupo fiol (SH) de la cisteina actia como agente
reductor evitando la oxidacidon de los fenoles que interfieren inhibiendo accion

enzimdtica (Faye y David, 1983; Richard et al., 1991).

Ademdés de la cisteina, se agregaron ofros compuestos a la soluciéon enzimdatica para
evitar su oscurecimiento, tales como el BSA, que ha sido utilizado con éxito para el
aislamiento de protoplastos de células corticales de maiz (Gronwald y Leonard, 1982) y B.
multilplex y B. olhamii (Huang et al., 198%2a). Amberlite XAD-7 se ha utilizado durante el
aislamiento de protoplastos de citricos (Grosser, s.f.) y Catharanthus roseus, ya que es una
resina que adsorbe los compuestos fendlicos y alcaloides (McCaskill y Scott, 1992). El
acido ascérbico se ha empleado con éxito como agente reductor durante el aislamiento
de protoplastos de Capsicum annuum (Prakash et al., 1997). Huang et al. (1989a) han
observado un incremento en el rendimiento en la obtencién de protoplastos de B.
multilplex y B. oldhamii utilizando dcido ascérbico; sin embargo, su uso también acelerd su
oscurecimiento. El carboén activado adsorbe todos los compuestos, incluso fenoles que se
liberan al medio, y se ha empleado con éxito al adicionarlo al medio durante el cultivo
de protoplastos de Vitis sp. (Reustle y Natter, 1994) y como pretratamiento enzimdatico en
camote (Perera y Ozias-Akins, 1991). Por Ultimo, se ha visto que el PVP puede reactivar
enzimas que han sido inactivadas por compuestos fendlicos, ya que posee un grupo

amida que se une con los inhibidores en competencia con las proteinas (Schneider y
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Hallier, 1970). Este compuesto se ha utilizado durante el aislamiento de protoplastos de

Capsicum annuum para evitar el excesive oscurecimiento durante la digestion (Prakash
et al, 1997). A pesar de lo observado por otros autores, en este trabagjo la cisteina a una
concentracién de 5,3 g/l fue la Unica que evitd la oxidacion, favoreciendo la digestion

enzimdatica y la obtencién de algunos protoplastos.

La cisteina logré resolver el problema de oxidacién encontrado; sin embargo, a pesar de
ello se lograron observar muy pocos protoplastos. Para que exista una adecuada
digestion enzimdtica, las enzimas deben entrar en contacto con el mayor nUmero de
células posible para digerir la pared vy liberar el protoplasto. En este caso, utilizando callo
como material inicial, debe separar los conglomerados celulares mediante la digestiéon
de la ldmina media (compuesta de pectinas) para asi favorecer a que mayor nimero de
células estén expuestas a las enzimas que degradan la pared. Para ello se utilizan dos
estrategias, la agitaciéon constante para favorecer la exposicidon uniforme de las células a
las enzimas, y el uso de bomba de vacio para favorecer la infiltracién de la enzima en el
tejido (Rao y Prakash, 1995). La bomba de vacio se ha utilizado con éxito para favorecer
la digestion enzimdtica en muchas especies, tales como maiz (Kanai y Eduards, 1973a;
Gronwald y Leonard, 1982), sorgo, Triticale, maiz, cebada y trigo (Chin y Scott, 1979).
citricos (Grosser et al., 2007), Panicum sp., sorgo, cafa de azicar y maiz, entre otras
(Kanaiy Eduards, 1973b).

De igual forma, un tratamiento de vacio al inicio de la digestion enzimdatica mostré ser
efectivo durante el dislamiento de protoplastos en G. angustifolia en este trabajo, lo cual
logré también acortar el tiempo de digestidon enzimdatica a 2-5 horas (figura 8). Una mayor
exposicion al fratamiento de vacio (40 minutos, figura 9) logré aumentar
significativamente el rendimiento de protoplastos obtenidos, probablemente debido a
una mayor penetracion de la enzima entre los espacios que puedan quedar en el
conglomerado celular. Asimismo, en el trabagjo redlizado por Pai et al. (2011) sobre el
estudio de la hemicelulosa en Phyllostachys bambusoides, se menciona también la
dificultad de digerirla con la enzima endoxilanasa. La asociaciéon intermolecular de los
arabinoxilanos menos sustituidos, también observados por Sun et al. (2012) en el bambu
Neosinocalamus affinis, con otros arabinoxilanos o B-glucanos, reducen la accesibilidad

de la enzima protegiendo a los polimeros de la digestion enzimdatica. Por tanto, la bomba
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de vacio también pudo haber ayudado a que la enzima se infiltre mdés aumentando el

contacto con estos arabinoxilanos favoreciendo su digestion.

Los mayores rendimientos obtenidos para G. angustifolia fueron 1,34 x 104 protoplastos por
gramo (aproximadamente 7 x 104 protoplastos por mililitro), lo cual es un rendimiento muy
bajo comparado a lo obtenido en otras especies de bambu. Asi, por ejemplo, Huang et
al. (1989a) obtuvieron 1-2 x 10¢ protoplastos por gramo en B. mulfiplex y B. oldhamii. Los
bajos rendimientos podrian dificultar el cultivo de los protoplastos, ya que usualmente se
requiere de una densidad inicial aproximada de 1 x 105 protoplastos por mililitro (Frearson
et al, 1973; Ochatt et al., 1992), para que las celulas promuevan la division mitdtica de
células adyacentes al liberar hormonas de crecimiento y otros factores de crecimiento,
tal como el oligosacdrido encontrado por Schréder y Knoop (1995) en suspensiones

celulares de tabaco.

El tratamiento de vacio no afectd la viabilidad de los protoplastos obtenidos. El azul de
Evans permite evaluar la viabilidad de los protoplastos, ya que los protoplastos no viables
permiten la enfrada del tinte, tornadndose azules (Gaff y Okong o-Ogola, 1971). Los
valores de viabilidad observados en G. angustifolia fueron de entre 65 y 82,7%, los cuales
son similares a los obtenidos por Hisamoto y Kobayashi (2010) en diversas especies de
bambu. Un porcentaje de viabilidad alto es importante ya que significa mayor cantidad
de protoplastos capaces de regenerar la pared celular y dividirse al momento de ser

cultivados (Yasugi, 1989).

En cuanto a las enzimas utilizadas, en general, en monocotieddneas se ha reportado el
uso de altas concenfraciones enzimdticas para el dislamiento de protoplastos. Por
ejemplo Mori et al. (1991) utilizaron una enzima compuesta por celulasa RS 2%, celulasa
R10 2%, macerocima R10 2%, hemicelulasa 1% y driselasa 1% en arroz. En vetiver,
Prasertsongskun (2004) aislé protoplastos utilizando celulasa R10 2%, macerocima R10 2% vy
pectinasa 0,5%. En Phoenix dactylifera Rizcalla et al. (2007) reportan el uso de una
solucién enzimdtica compuesta por celulasa 4%, hemicelulasa 1% vy pectinasa 2%. Por su
parte, en bambu, Tseng ef al. (1975) utilizaron celulasa R10 4% y macerocima R10 2%
durante el aislamiento de protoplastos de Bambusa sp. Huang ef al. (198%2a) utilizaron
celulasa 2%, driselasa 2% y pectoliasa Y23 1% durante el aislamiento de protoplastos en B.

multiplex. Hisamoto y Kobayashi (2010), en B. vulgaris, utilizaron una solucion enzimdatica
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compuesta por celulasa 2%, meicelasa 2,5% y macerocima 3%. En relacién con lo

anterior, en G. angustifolia la solucién enzimdtica estuvo compuesta por celulasa RS 4%,
macerocima R10 2% y pectoliasa 1%, adicionada de cisteina (5,3 g/l), con lo que se logré

aislar protoplastos, aunque no en una cantidad elevada.

La composicion de la pared celular en plantas monocotiledéneas, en especial Poaceas,
es diferente a la de las dicofiledoneas. Las Poaceas contienen una matriz de
arabinoxilanos, por lo que las enzimas con actividad endo-1,4-B-xilanasa son un
componente importante durante la digestion enzimdatica. La driselasa se ha empleado
con éxito para el aislamiento de protoplastos de arroz (Mori et al., 1991), B. odhamii y B.
multiplex (Huang et al., 1989a). Esta enzima, a pesar de tener actividad celulasa, también
presenta actividad xilanasa (Kanda et al., 1985). En la figura 10 se observa que al utilizar la
enzima driselasa no se obtuvo, de forma significativa, mayor cantidad de protoplastos en
G. angustifolia. Probablemente no se observé una diferencia al emplear esta enzima ya
que la celulasa utilizada (celulasa RS) también presenta una alta actividad xilanasa,
segun lo indica el fabricante, o bien puede ser necesario utilizar una concentraciéon ain

mayor para determinar si hay un efecto positivo al adicionar esta enzima.

Ademds, las dicotileddneas contienen una gran cantfidad de polisacdridos pécticos
("35%) por lo que las enzimas pectinasas junto con las celulasas son esenciales para el
aislamiento de protoplastos. Por su parte, los polisacdridos pécticos son un componente
minoritario en las poaceas (5%). Por ejemplo, Jarvis et al. (1988) encontraron bajos
contenidos de pectinas en la pared celular de Dendrocalamus giganteus. Sin embargo,
se ha observado que las pectinasas en pequenas cantidades aumentan el rendimiento
en obtencidn de protoplastos de arroz y avena (Nagata e Ishii, 1979; Ishii, 1989),
probablemente debido a que existe una adecuada separacidon de las células por la
degradacion de la ldmina media que se compone principalmente de pectinas (Carpita y
McCann, 2000), lo que permite un mayor acceso de las enzimas (celulasas y
hemicelulasas) a la pared celular. En especial se destaca la pectoliasa Y23, cuyo uso se
ha reportado con éxito en especies monocotileddoneas no commelinoides, tales como
arroz (Wang et al., 1989), cana de azUcar (Falco et al., 1996), B. oldhamii y B. multiplex
(Huang et al., 1989a). De igual forma se observd un efecto positivo al utilizar esta enzima

durante el aislamiento de protoplastos de G. angustifolia (figura 10).
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Las pectinas individuales presentes en las poaceas son similares a las de las

dicotiledoneas, siendo los homogalacturonanos los mds comunes. Estos estdn
compuestos por unidades de dcido D-galacturénico que se encuentran entre 60 y 90%
esterificados con metanol (Gummadi y Panda, 2002; Wolf et al., 2009). El efecto positivo
observado con la pectoliasa Y23 se asocia con sus componentes, ya que estd constituida
por una mezcla de endo poligalacturonasa, pectin liasa y un factor de maceracion. La
endo poligalacturonasa y la pectin liasa son responsables de la maceracion de los
tejidos, ya que rompen los enlaces o-1,4-glicosidicos en las unidades de dcido D-
galacturénico para separar las células. Sin embargo, la pectin liasa tiene un efecto mayor
al ser especifica para galacturénidos esterificados (Ishii, 1984; Prade et al., 1999,
Gummadi y Panda, 2002; Jayani et al., 2005). Md&s aun, el factor de maceracion favorece
la separacion de las pectinas de los otros componentes de la pared celular, promoviendo

la digestiéon posterior de las enzimas pectinasas (Ishii, 1977; Nagata vy Ishii, 1979).

Ademds de la composicion enzimdatica, otro factor importante a considerar durante el
aislamiento de protoplastos es el potencial osmdtico de la solucién enzimdatica. No se
observaron diferencias significativas en cuanto al rendimiento de protoplastos obtenido al
disminuir el potencial osmético en G. angustifolia (figura 11). El potencial osmético
adecuado depende mucho de la especie, el tejido utilizado para el aislamiento y las
condiciones de cultivo en las que se encuentra el material (Evans y Cocking, 1977). Zhang
et al. (2011) cbservaron diferencias en cuanto a viabilidad y rendimiento en la obtencion

de protoplastos de Carica papaya L. al modificar el potencial osmdético.

A diferencia del potencial osmético, se observd en esta misma figura que la adicidon de
cisteina, aun empledndose bomba de vacio, si tiene un efecto positivo en cuanto dl
rendimiento de protoplastos obtenido. La liberacién de fenoles durante la digestion
enzimdatica de callos fue evidente mediante el andlisis con HPLC-MS, en el que se
observan dos compuestos fendlicos que no son liberados en las suspensiones celulares o
sin la presencia de las enzimas. Estos compuestos observados podrian interferir
negativamente con la accion enzimdatica, como observaron Jones et al. (2012) y, por
ende, afectar el dislamiento de protoplastos, como se observd en G. angustifolia.
También se realizé un SDS-PAGE con el objefivo de determinar un posible efecto de la
cisteina sobre las enzimas (Marino y Gladyshev, 2010). Se observd que al adicionar

cisteina, no parece afectarse el patréon de bandas de las enzimas, por lo que es probable
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que no interfieran en su actividad, como si lo podrian estar haciendo los fenoles que se

liberan durante la digestion enzimatica (Rohn et al., 2002).

6.4. Composiciéon de la pared celular

En los resultados del fraccionamiento del MIA se puede apreciar un alto rendimiento de la
fraccion de pectinas solubles en agua (HWSP) en los callos de N. sanderae (5.41%) con
respecto a las muestras de bambul (0.94-2,57%). Esto indica mayor contenido de
polisacdridos pécticos en la pared celular. Las pectinas son polisacdridos ricos en dcido
galacturénico (Caffan y Mohnen, 2009); el cual se observé en mayores cantidades en las
fracciones de pectinas solubles en dlcali (OHP), hemicelulosa y celulosa en los callos de
N. sanderae con respecto a las muestras de bambu. Los altos contenidos de dcidos
galacturénico observados en callos de N. sanderae en la fraccion de celulosa (9.16
g/100g MIA) pueden estar relacionados con polisacdridos pécticos fuertemente
adheridos mediante puentes de hidrogeno a las microfibras de la celulosa en esta

especie (Brummell, 2006), no siendo el caso para las muestras de bambu.

Se ha sugerido que las dicotileddéneas contienen mayores cantidades de polisacdridos
pécticos (~ 35%) que las monocotiledéneas, especialmente en las Poaceas (~ 5%) (Darvill
et al., 1980; Ishii, 1989). Por ejemplo, en el bambU Dendrocalamus giganteus, Jarvis et al.
(1988) encontfraron bajo contenido de pectina en la pared celular. Estos resultados
concuerdan con lo observado en este trabajo, el bajo contenido de dcido galacturdnico
en las muestras de G. angustifolia y el bajo rendimiento de la fraccion de pectinas
solubles en agua, tanto en callos como en hojas, refleja el bajo contenido de pectina en

la pared celular de este bambu.

Hay dos tipos de pared celular: tipo | y tipo ll. La pared tipo | se encuentra en las
dicotiledéneas, gimnospermas y monocotiledéneas no commelinoides y consiste de una
red de celulosa embebida en una matriz de polisacdaridos, donde los mds comunes son
los xiloglucanos (XyGs) y los polisacdridos pécticos. Las tipo Il corresponden a la pared
celular de las Poaceas y monocotileddneas comelinoides como el bambuy. Estas estan
organizadas de la misma forma a excepcion de que los glucuronoarabinoxilanos (GAXs) y

los (1.3;1,4)-p-D-glucanos (en cereales) predominan en la matriz (Burke et al., 1975;
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Carpita y Gibeaut, 1993; Harris y Smith, 2006; Doblin et al., 2010). La composicion tipo |l fue

claramente cbservada en este trabagjo.

La fraccion de hemicelulosa presentd altos contenidos de glucosa y xilosa en
N. sanderae, (encontrdndose el primero en mayor canfidad que el segundo);
posiblemente son xiloglucanos, los cuales son polimeros de glucosa unidos mediante
enlaces B-1,4-glucosidicos con ramificaciones laterales de xilosa, que ademds pueden
presentar uniones con arabinosa, fucosa y galactosa (Pauly ef al., 1999). Por ejemplo, en
Solanaceae se han reportado los arabinoxiloglucanos (Harris, 2009). Por su parte, las
muestras de bambu presentaron altos contenidos de xilosa y en especial, los callos de
bambU un dlto contenido de arabinosa, galactosa y, en menor cantidad, dcido
galacturénico. En la fraccion de celulosa, en todas las muestras, el principal azGcar fue la
glucosa, a excepcion de los callos de bambu en donde se destaca los altos contendidos
de arabinosa y xilosa. En bambu, estos azUcares (tanto en la fraccion de hemicelulosa
como de celulosa), pueden sugerir la presencia de arabinoxilanos (en hojas) o
glucuronoarabinoxilanos (en callos) que en la fraccion de celulosa, podrian estar en
parte unidos mediante puentes de hidrogeno ala celulosa (Sun et al., 2012; Endress et al.,
2009).

Meakawa (1976) encontré que la hemicelulosa del bambl Phyllostachys reticulata estd
compuesta principalmente por 4-O-metil-D-acido glucurénico, L-arabinosa y D-xilosa en
una razén molar de 1,0:1,3:25. De forma similar se ha encontrado esta composicién en
culmos de Phyllostachys makinoi con una relacion arabinosa:xilosa de 1:17 (Fengel y
Shao, 1984). Los principales azicares encontrados en la fraccién de hemicelulosa por Pai
et al. (2011) en culmos de Phyllostachys bambusoides fueron, en orden de abundancia,
xilosa, glucosa, arabinosa y dcido glucurdnico, dicha composicién sugiere que los
principales componentes son glucuronoarabinoxilanos. Este polisacdrido también fue
encontrado por Zheng-Jun et al. (2011) en culmos de Dendrocalamus brandisii, por
Yoshida et al. (1998) en culmos de Sasa senanensis y por Jia-Long et al. (2011) en culmos
de Bambusa rigida. Estos han sido descritos por Pai et al. (2011) y Zheng-Jun et al. (2011)
como una cadena linear de (1—4)-p-xilopiranosi con unidades laterales de o-L-

arabinofuranosa y/o cadenas cortas de 4-O-metil-aeido glucurdnico.
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En vista que la celulosa es el polisacdrido mdas abundante de la pared celular (Lerouxel et

al., 2006), se esperaba un mayor contenido de glucosa en la fraccidén de celulosa de las
muestras. La celulosa se compone de cadenas de 1,4-B-D-glucanos unidas por puentes
de hidrégeno. lo cual le confiere cierto grado de cristalinidad que varia segun la especie
y el tejido (Lodish ef al., 2000; Brummell, 2006). Lo anterior, sumado a los enlaces estables
que puede formar con la pectina y la hemicelulosa, pueden dificultar su hidrélisis. En la
figura 15 se observan las fibras sin digerir luego de la hidrdlisis acida de MIA en hojas de
bambu de invernadero e in vitro lo cual se relaciona con el bagjo contenido de glucosa
obtenido. Este grado de cristalinidad posiblemente asociado con la dificultad
encontrada para hidrolizar la celulosa, podria explicar también el bajo rendimiento de

protoplastos obtenido en G. angustifolia.

Durante el crecimiento secundario se observa la deposicidon de lignina y la deshidratacion
de la pared, torndndose altamente hidrofébica. Ambos factores contfribuyen a la
“recalcitrancia" a la digestion enzimdtfica de las paredes lignificadas. Esta
“recalcitrancia” no estd influenciada solamente por la composicion quimica de la pared,
sino que también por su estructura anatémica. Generalmente las paredes no lignificadas
son facimente degradadas mientras que las lignificadas son mds dificimente
degradadas. Ofras estructuras quimicas tales como la presencia de ceras y grosor de la
cuticula, contribuyen a una menor degrabilidad (Doblin et al., 2010). Esto explica la
dificultad de dislar protoplastos a partir de hojas tanto in vifro como de invernadero, en
las cuales se observaron los mayores porcentajes de lignina (cuadro 17). Por su parte, se
han obtenido protoplastos de forma exitosa de tejidos con menores cantidades de
lignina como lo son los callos de Hylocereus sp. (Vinas, 2011), N. sanderae (Solérzano et

al., 2011) y S. sinuata, y de hojas in vitro de P. hybrida (Vifas y Mora, 2008).
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8. Anexos

Anexo 1. Medio de cultivo de Power y Chapman (1985) (CPW) utilizado durante la
preplasmdlisis y el aislamiento de protoplastos de G. angustifolia

Concentracion
Compuesto

(mg/l)
Macroelementos
KNQO3 101
CaCl2*2H20 1480
MgS04*7H20 246
KH2PO4 27,2
Microelementos
Kl 0,16
CuS04*5H20 0,025

Anexo 2. Solucién de azul de Evans de Gaff y Okong O-Ogola (1971) utilizada para
determinar la viabilidad de los protoplastos de G. angustifolia obtenidos

Concentracion
Compuesto

(mg/l)
Macroelementos
KNQO3 101
CaCl2*2H20 1480
MgS04*7H20 246
KH2PO4 27,2
Microelementos
Kl 0,16
CuS04*5H20 0,025
Otros
Manitol 13% (p/v) 130000

Azul de Evans 0,01% (p/v) 100
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Anexo 3. Caracteristicas del equipo de cromatografia de intercambio anidnico de alto
rendimiento (HPAEC-PAD) empleadas para el andilisis de azicares neutros vy
acidos galacturdnico y glucurdnico

Presion superior
Presion inferior

Maximo flujo

CR_TC

Altura de aguja
Volumen enjuage
Velocidad jeringa
Temperatura bandeja
EDetl.Modo
EDetl.ControlCelda
pH limite superior

pH limite inferior
Temperatura referencia
EGC_1.Curva
Columna_TC.Modo
Volumen inyeccion
Flujo

Eluente A

Eluente B

Eluente C

Eluente D

Columna

Precolumna

200 psi

3000 psi

6,0 ml/min.’
Apagado
1mm

500 pl

3

20°C

IntAmp
Encendido
13

10

28°C

5

Encendido
10 ul

0,2 ml/min.
Agua ultrapura

170 mM KAc + 100 mM NaOH

500 mM NaOH

CarboPac PA20 (Dionex GmbH,
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Estados Unidos).

CarboPac PA20 + AminoTrap (Dionex
GmbH, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Estados Unidos).
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Anexo 4. A) Cromatograma estdndar empleado para la determinacion de azicares
neutros y acidos galacturénico y glucurdnico (2,5 mg/l del 1-7+9 y 15 mg/I del
8). B) Representacion del cromatograma obtenido para el andlisis de azicares
neutros y dacidos galacturénico y glucurénico (muestra de material insoluble en
alcohol (MIA) de callos de G. angustifolia). 1: Fucosa; 2: Ramnosa; 3: Arabinosa; 4:
Galactosa; 5: Glucosa; é: Xilosa; 7: Manosa; 8: Acido galacturdnico; 9: Acido

glucurdnico.





