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RESUMEN

Se evalud la recuperacion de protoplastos aislados a partir de hojas de
rosa y petunia en base a tres tratamientos enzimaticos T; (Celulasa 0.8%,
Macerozima y pectoliasa 0.05%), T, (Celulasa 1%, Macerozima y pectoliasa

0.5%) y finalmente T3 (Celulasa 2.5%, Macerozima y pectoliasa 0.5%).

La mayor recuperacion de protoplastos aislados en ambas especies fue
obtenida al aplicar el T3 (Celulasa 2.5%, Macerozima y pectoliasa 0.5%),
obteniéndose 2.36 x 10° protoplastos x ml™* para petunia en un tiempo de 11 —
12 horas y 2.41 x 10° protoplastos x ml™* para rosa en un tiempo de 12 — 13

horas.

La fusion entre protoplastos de rosa y petunia fue evaluada mediante
pruebas morfométricas y de coloracion; encontrandose un porcentaje de
74.78% de heterocariontes, mientras que el restante 25.22% corresponde a

homocariontes.

Los medios de cultivo MS + V220 y MS mas complejo vitaminico, fueron
empleados para el crecimiento y desarrollo de las células fusionadas, ambos
medios resultaron adecuados para la diferenciacién de protoplastos en callos

en un tiempo de 30 dias.



SUMMARY

We evaluated the obteinment of isolation protoplast in leaves of rose and
petunia by means of three differents enzymatic treatments, T; (Cellulase 0.8%,
Macerozime and pectoliase 0.05%), T, (Cellulase 1%, Macerozime and
pectoliasa 0.5%) and finally T3 (Cellulase 2.5%, Macerozime and pectoliase

0.5%).

The biggest recovery of isolation from protoplast, was obtained by means
of T3 (Cellulase 2.5%, Macerozime and pectoliase 0.5%), in the development of
the protocol were obtained 2.36 x 10° protoplasts x ml™* from petunia in 11 to 12

hours and 2.41 x 10° protoplasts x ml™ from rose in 12 to 13 hours.

The fusion of protoplast between rose and petunia was evaluated by
means of morphometric test and coloration test; we finding 74.78% of

heterocarionte, so 25.22% of homocarionte

The culture of protoplast evaluated in the means of MS + V220 and MS
plus vitamin complex, both cultures gave a standar to get a mean to be capable

the growth and development of the melting cells in callus around 30 days



DEDICATORIA

Dedico esta tesis a todas las
personas que creen en la justicia y

honestidad ante cualquier circunstancia



AGRADECIMIENTOS

De forma infinita agradezco a Dios por haberme dado a mis padres y mis
hermanos, quienes me han brindado su amor y apoyo, sobre todo en los
momentos mas dificiles, quienes siempre de manera incondicional esten junto

ami.

Al Doctor Darwin Rueda O., Director del Tema de Tesis desarrollado,
quien con todos sus conocimientos ha sabido guiar el trabajo tedrico — practico
de la mejor manera, para que sea un trabajo completo bajo diferentes aspectos

y para que el mismo culmine de manera exitosa.

A la Ing. Tatiana Paez, docente del Departamente de Ciencias de la Vida

— Biotecnologia, por el apoyo brindado durantes el desarrollo de la Tesis.

Agradezco al Ing. Pablo Landazuri y a la sefiorita Ma. Fernanda Amores,
guienes han sido un respaldo tanto emocional como académico para que el

proyecto culmine de manera exitosa.

Agradezco al Ingeniero Jaime Villacis, Biometrista del Instituto
Agropecuario Superior Andino — IASA |, quien a guiado el presente trabajo en
base a la aplicacion Estadistica y de Disefio Experimental a que se obtengan

resultados confiables y reales para su aplicacion en el campo practico.



Al General Fabian Varela, hombre al que admiro y respeto, por ser una
imagen para las personas que estan cerca de €l, y sobre todo ser un ejemplo a

sequir.

De manera muy especial al Dr. Nikolai Espinosa, excelente amigo y
profesional, incondicional que ante cualquier circunstancia siempre esta presto

a ayudar y colbaborar a quien lo necesita.

Al Dr. Victor Jimenez, Jefe del Departamento de Biotecnologia del
CIGRAS - UCR, por todo el aporte tanto académico, cientifico como

profesional para que el desarrollo del este trabajo culmine de manera exitosa.

Agradezco por toda la colaboracion y sobre todo por todo el entusiasmo
gue presentaron para este proyecto y ante mi persona al Ing. César Falconi
MsC, a la Ing. Elena Mafla, Lic. Marco Taco, Dr. Juan Giacometti e Ing. Juan
Tigrero, Personal docente e Investigadores del Instituto Agropecuario Superior

Andina IASA I.

A los Doctores Norman Soria y Cristina Bricefilo, por su apoyo

incondicional y profesionalismo brindado como aporte para el presente trabajo.

Al Dr. Eduardo Moreira, Dr. Carlos Caicedo, Dr. Eduardo Morillo e Ing.
Luis Fernando Rodriguez, cientificos del Centro de Investigaciones del

DENAREF - INIAP, y del Centro de Desarrollo de Biotecnologia de la UTPL,



por todo el apoyo y ayuda brindada, ampliando conocimientos y técnicas para

este trabajo.

Mis mas sinceros agradecimientos al Crnl. CSM. Carlos G. Buenafio,
Vicerrector de Docencia, por ser un hombre de justicia y verdad, merecedor del

respeto y confianza de las personas que estan junto a él.

Al Crnl. Lizandro Granda, Director de Posgrados de la ESPE; quien ha
sabido mantener su ética, respeto y sobretodo profesionalismo ante los

estudiantes, guiandolos a ser hombres de bien.

Al Dr. Jairo Yépez, por se mas que un buen abogado, un buen amigo
incondicional que no ha dejado que el derecho a la verdad quede en segundo

plano.

A la Abogada Laura Loépez Acurio, excelente profesional y amiga, por
todos los buenos y malos momentos compartidos y por saber formar a los
estudiantes que estan cerca de ella inculcando el valor de la honestidad, el

respeto y la justicia.

Agradezco de manera muy especial al Sefior Tecnélogo Hernando
Torres, por su ayuda desinteresada en todos los aspectos relacionados al

espacio fisico necesario para el desarrollo de este proyecto.



Finalmente agradezco a todos mis amigos y comparfieros, en especial a
todos aquellos que egresaron en el periodo Agosto 2005 de la Facultad de
Ciencias Aplicadas, por saber valorar el sentido de la amistad y el
compaferismo bajo cualquier circunstancia sin dejar de lado la escencia

personal.



INDICE

CAPITULO |

1.1 Marco Teorico

1.1.1  Hibridaci6bn Somatica

1.1.2  Tipos de hibridos somaticos

1.1.2.1 Hibridos simétricos

1.1.2.2 Hibridos asimétrico

1.1.2.3 Cibridos

1.1.3  Hibridacion Interespecifica

1.1.4  Intervencion del ADN en el proceso de Hibridaciéon

1.1.5 Determinacion de la compatibilidad celular y sexual entre ambas especies.
1.1.5.1 Cruzamientos interespecificos

1.1.6  Determinacion del Namero Cromosémico de Especies Vegetales
1.1.6.1 Conteo Cromosomico en células somaticas

1.1.6.1.1 Técnica de Aplastamiento para determinacion de nimero cromosémico.

12

14

19

20



CAPITULO Il

2.1 Materiales y Métodos

22

2.1.1 Pruebas de extraccion de protoplastos mediante tratamientos enzimaticos 22

2.1.1.1 Material Vegetal

2.1.1.1.1 Obtencién, Preparacion y Desinfeccion del material vegetal
2.1.1.2 Preparacion de los tratamientos enzimaticos

2.1.2 Aislamiento de protoplastos

2.1.2.1 Tratamiento enzimatico y medio de incubacién

2.1.3 Limpiezay purificacion de los protoplastos

2.1.4 Pruebas estadisticas

2.1.5 Fusion de protoplastos

2.1.5.1 Fusion quimica mediante Polietilénglicol (PEG)

2.1.6 Medios para cultivos de protoplastos fusionados

2.1.7 Determinacion del Numero Cromosomico de Especies vegetales

2.1.7.1 Conteo Cromosoémico en células somaticas

22

22

23

23

23

25

26

26

26

27

28

28



CAPITULO Il

3.1 Resultados y Discusién

3.1.1 Resultados

3.1.1.1 Aislamiento y purificacion de Protoplastos a partir de hojas de Rosa sp.
3.1.1.2 Aislamiento de Protoplastos a partir de hojas de Petunia nictaginiflora.
3.1.1.3 Fusiony cultivo de protoplastos de Rosa sp. y Petunia nictaginiflora.
3.1.1.4 Desarrollo del cariotipo de Petunia nictaginiflora y Rosa sp.

3.1.5 Discusion.

Conclusiones
Recomendaciones
Bibliografia

Anexos

30

30

43

46

50

51

53

63



INDICE DE TABLAS

# TABLA

TEMA

PAGINA

1

Promedio + error estandar del numero
de protoplastos obtenidos de hojas de
Rosa sp bajo el efecto de tres tipos de
enzimas, IASA, Ecuador, 2006 (letras
distintas en la misma columna indican

diferencias significativas, p< 0.05).

31

Promedio + error estandar del nimero
de protoplastos obtenidos apartir de
hojas de Rosa sp a diferentes
tiempos, IASA, Ecuador, 2006 (letras
distintas en la misma columna indican

diferencias significativas, p< 0.05).

33

Promedio + error estandar de la
interaccion  de namero  de
protoplastos obtenidos a partir de
hojas de Rosa sp a diferentes tiempos
bajo el efecto de tres tratamientos
enzimaticos aplicados, IASA,

Ecuador, 2006.

35

Promedio + error estandar del nimero
de protoplastos obtenidos de hoas de

Petunia nictaginiflora bajo el efecto de

37




tres tipos de enzimas, IASA, Ecuador,
2006 (letras distintas en la misma
columna indican diferencias

significativas, p< 0.05).

Promedio + error estandar del numero
de protoplastos obtenidos a partir de
hojas de Petunia nictaginiflora a
diferentes tiempos, IASA, Ecuador,
2006 (letras distintas en la misma
columna indican diferencias

significativas, p< 0.05).

39

Promedio + error estandar de la
interaccion  de namero  de
protoplastos obtenidos a partir de
hojas de Petunia nictaginifiora a
diferentes tiempos bajo el efecto de
los tres tratamientos enzimaticos

aplicados, IASA, Ecuador, 2006.

41

INDICE DE CUADROS

# CUADRO

TEMA

PAGINA

1

para el aislamiento de protoplastos.

Concentraciones enzimaticas empleadas

23




INDICE DE FIGURAS

# FIGURA | TEMA PAGINA

1 Etapas de la organogénesis somética hasta la|3
regeneracion de una nueva planta.

2 Destino del material genético nuclear y|8
extranuclear en la fusion de protoplastos.

3 Materiales y procesos involucrados en la|ll
hibridacion somatica

4 Representacion de la Técnica de Fusion de|14
Protoplastos

5 Distribucién de Técnicas en las que interviene el | 16
ADN como herramienta genética.

6 Exposicion de cortes de mesofilo con solucién |24
enzimatica a vacio (500 atm)

7 Incubacion de muestras a obscuridad en|25
agitacion constante

8 Fase de purificacion vy lavado de protoplastos |25
mediante centrifugaciéon con CPW 13M

9 Reposo de protoplastos de Rosa sp y Petunia |27
nictaginiflora, expuestos a PEG, para ser
fusionados.

10 Formacion de interfase de protoplastos |28
fusionados

11 Cromosomas metafasicos de rosa (a) y petuia|29




(b).

12

Tiempo Optimo para el aislamiento de
protoplastos de Rosa sp de acuerdo a los

diferentes tratamientos enziméaticos.

32

13

Tratamientos aplicados en la investigacion para
determinar el mas O6ptimo por el nimero de

protoplastos aislados

34

14

Aislamiento de protoplastos a diferentes tiempos
de exposicion enzimatica con T1. a) Antes de la
primera hora b) Primera hora de exposicion c)
Séptima hora de exposicion d) Doceava hora de

exposicion.

36

15

Tiempo Optimo de recuperacion de protoplastos
de Petunia nictaginiffiora de acuerdo a los

diferentes tratamientos enzimaticos.

38

16

Tratamientos aplicados en la investigacion para
determinar el mas o6ptimo por el namero de

protoplastos recuperados

40

17

Fusion de protoplastos, (a) fusion de
protoplastos de petunia, (b) fusion de
protoplastos de rosa — petunia medidos con
micrometro; (c) protoplastos de rosa — petunia

evaluados mediante coloracion.

42

18

Diferentes estadios de crecimiento  de

43




protoplastos en los medios de cultivo evaluados
para su crecimiento. a) Dos dias de crecimiento,
b) Primera semana de crecimiento de
protoplastos, c) Tercera semana de crecimiento

de protoplastos, d) microcallo de protoplastos

fusionado.
19 Cariotipo de la petunia variedad Petunia|44
nictaginiflora, nimero cromosémico 2n = 18
20 Cariotipo de la rosa variedad Rosa sp., numero |45
cromosomico 2n = 22
INDICE DE ANEXOS
# ANEXO TEMA PAGINA
1 Composicion de medio de cultivo|64
Murashige & Skoog 1962 para
cultivo de protoplastos de Rosa
sp., y Petunia nictaginiflora.(39)
2 Composicion del medio Murashige | 65
& Skoog V220 - gpara cultivo de
protoplastos obtenidos de Rosa
sp., y Petunia nictaginiflora.
3 Cuadro de Analisis de la Varianza |66

(SC tipo llIl) para datos




recolectados para Pétunia

nictaginiflora.

Cuadro de Analisis de la Varianza|67
(SC tipo ) para datos
recolectados para Rosa sp.

Técnicas de contaje celular para|68
determinar el conteo de
protoplastos.

Contenido nutricional e|72

ingredientes de v220 — g.




ADE

AlA

ANA

BAP

CCR

CPW

DMSO

EC

FAD

FRD

MS

PEG

rnm

TS

V220

NOMENCLATURA UTILIZADA

Agua destilada esteril

Acido Indol Acético

Acido naftalenacético
6-bencilaminopurina o 6-benciladenina
Coeficiente de células regeneradas
Soluciéon de enjuague para protoplastos ( Cell Protoplast Wash )
Dimetil Sulfoxido

Eficiencia del cultivo

Frecuencia absoluta de division
Frecuencia relativa de division
Gravedad

Murashige & Skoog

Polietilenglicol

Revoluciones por minuto

Tasa de supervivencia

Energizante 220

CAPITULO |

1.1Marco Tebrico



La tecnologia de transformacion de plantas se ha convertido en una
plataforma excelente para conseguir la mejora de cultivos asi como para llevar
a cabo el estudio de la funcién de los genes en las plantas®. Entre las
herramientas que han contribuido a estos desarrollos se encuentran el cultivo
de tejidos, la transformacién de plantas, la hibridacion somatica, la produccion
de plantas transgénicas y los marcadores moleculares.® Este éxito representa
la culminaciéon de muchos afios de esfuerzos en mejorar las técnicas de cultivo

de tejidos, las técnicas de transformacion y la ingenieria genética.

La obtencidn de plantas transgénicas y modificadas es posible gracias a una
caracteristica propia de los vegetales: la totipotencia®, segln la cual cualquier

célula de un vegetal tiene el potencial de regenerar una planta completa.

Las células vegetales se pueden cultivar en un medio artificial y en
condiciones estériles (para evitar infecciones de patdgenos) que aporte los

nutrientes necesarios para las divisiones celulares y la proliferacion vegetativa®.

“Existen tres aproximaciones para regenerar plantas completas in vitro:

e El cultivo de embriones: Aislamiento de embriones cigoticos propiciando
su crecimiento como planta en un medio artificial

e« La embriogénesis somatica o asexual: Generacion de embriones a partir
de tejidos somaticos, como microesporas u hojas

e La organogénesis: Generacion de érganos como tallos o raices a partir

de diversos tejidos®



La mejora genética de las plantas cultivadas en procura de incrementar la
produccién viene siendo practicada por el ser humano desde hace miles de
afios, seguramente desde el inicio mismo de la agricultura®. Para ello, el
hombre ha empleado los cruzamientos con el fin de incrementar la variabilidad

genética, paso inicial en el proceso de mejoramiento.

De esta manera la hibridacién entre especies diferentes permiti6 aumentar
de modo significativo la productividad de diversos cultivos, como por ejemplo
los cereales®. Sin embargo en otros cultivos esta estrategia no resultd exitosa

a causa de esterilidad sexual o incompatibilidad genética’.

1.1.1 Hibridacién Somatica

La hibridacion es la accion de fecundar dos individuos de distinta
constitucion genética, es decir, cruzar dos variedades o especies diferentes
para conseguir reproducir en la descendencia alguno de los caracteres
parentales® como se puede observar en la Fig 1, en la que se puede ver las

etapas de la organogénesis somatica que se produce.

somitics
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Fig. 1 Etapas de la organogénesis soméatica hasta la regeneracion de una nueva planta (58)

De la combinacién de los caracteres genéticos parentales se derivan
también otros rasgos indeseados®, es por ello que tras la hibridacién suele ser
necesario realizar un proceso de seleccion artificial durante varias
generaciones, eliminando asi aquellas plantas que sostengan rasgos

desfavorables para que predominen solo los deseados’.

La hibridacion somatica es la obtencion de plantas hibridas a partir de la
fusion de células o de protoplastos derivados de células somaticas, surgié hace
unos 30 afios como una herramienta muy promisoria para sortear problemas de
incompatibilidad precigética®, pues como se vera mas delante de manera mas
detallada a nivel de protoplastos se eliminan por completo las barreras de

incompatibilidad.

Esta técnica, si bien presenta algunas limitaciones, como una elevada
esterilidad o imposibilidad de regenerar plantas en algunos casos, demostro ser

atil para la obtencién de hibridos (cibridos)®.

bU, a partr de la opbservacion de que clertos virus pueden Inducir la tusion de
células animales®. Sin embargo, recién en la década de 1980-90 tuvo un mayor
auge debido a la aparicion de métodos quimicos Yy fisicos mas apropiados para

la fusidn de células vegetales.

La fusion de protoplastos normalmente es rara debido a la fuerte carga
negativa de la superficie del protoplasto en un 97% de las especies vegetales

descubiertas, de los cuales el 13% restante representa a especies que aun no



comprobadas poseen una carga superficial positiva debido a la presencia de
los polisacéaridos esenciales que los complementan®; pero en presencia de
polietilenglicol (PEG) los protoplastos se agregan y se produce la fusién
acompafiada por intercambio de DNA’. Después de la fusién se permite la
regeneracién de la pared celular de tal manera que en la progenie regenerada

exista un nimero significativo de recombinantes®.

La fusion de protoplastos no tiene limitaciones por barreras de
incompatibilidad, siendo estas barreras precigéticas, es decir, permite que se
produzca la fecundacion, dado que este proceso es no especifico, permitiendo
la fusion de células de origenes muy diversos, incluso de organismos muy

distanciados filogenéticamente”®.

Ello no significa que pueda regenerarse un organismo viable y fértil a
partir de cualquier tipo de combinacién entre células. De hecho, la busqueda de
hibridos de interés agrondmico ha demostrado que el principal aporte de esta
metodologia es la introgresién®, en los cultivos, de genes provenientes de

plantas silvestres emparentadas.

En la hibridacion soméatica se fusionan dos protoplastos con sus
genomas completos (2n + 2n) o con uno de ellos conteniendo solo parte de su
genoma’, en este tipo de hibridacién se combinan organelas de ambos

progenitores, produciendo nuevas combinaciones de genes citoplasmaticos?®.

Un protoplasto vegetal puede definirse como la parte de la célula vegetal

gue estd delimitada e incluida dentro de la pared celular y que puede ser



plasmolisada y aislada por eliminacion mecéanica o enzimatica de la pared
celular®. El protoplasto es por lo tanto una célula desnuda, rodeada por su
membrana plasmatica, potencialmente capaz de regenerar la pared celular,

crecer y dividirse.”.

Los protoplastos son obtenidos de muy diversas partes de la planta,
cultivadas tanto in vitro como ex vitro. Se puede obtener protoplastos
de tejidos de callo, apices de raiz, cladodios, apices de tallo, frutos,
nédulos de raices, coleoptiles, laminas de aleurona de cereales,
microsporas e incluso de tubos polinicos, pero en la actualidad la
fuente de protoplastos mas habitual es el tejido de mesdfilo de las

hojas jovenes®.

Los protoplastos son una herramienta fundamental para la investigacion
en biologia fundamental y aplicada. La ausencia de una pared celular rigida
(obstaculo fisico-quimico)’ y la completa exposiciéon de la membrana celular
convierte a los protoplastos en un sistema ideal para la investigacion en
procesos de transporte y division celular, morfogénesis, mutagénesis,

seleccioén, etc.

La preponderancia que han tomado las técnicas de transformacién
genética ha relegado a la hibridacibn somatica a un papel de menor
significacibn como herramienta biotecnolégica aplicada al mejoramiento de los

cultivos®.



En la transformacion genética se incorporan uno 0O pocos genes
exdgenos en una planta®, mientras que en la hibridacién somatica el nimero de
genes introducidos es mayor dado que se transfieren cromosomas de una

especie a otra 0 se combinan dos genomas completos®.

La hibridacién somatica permite transferir caracteres sin necesidad de
contar con un conocimiento detallado de los mecanismos moleculares que
determinan la expresion de dichos caracteres®. Por el contrario, la
transformacion genética requiere la previa identificacion y aislamiento de los

genes que determinan la expresion del caracter de interés”.

Caracteres tales como productividad, tolerancia a ciertos tipos de estrés,
resistencia horizontal a enfermedades y otros son poligénicos, por lo que su
transferencia es factible por hibridacion somatica pero no por transformacion

genética®.

1.1.2 Tipos de hibridos somaticos

Cuando se realiza la fusion de protoplastos se obtienen células con el
aporte de cromosomas de dos o mas nucleos®. Si los protoplastos
involucrados en la fusion proceden de distintos tipos parentales se originan
«heterocariones», y si proceden del mismo tipo parental se originan

«homocariones»*.



Cuando en el heterocarién ocurre la fusion de los nucleos (cariogamia),
se forma una «célula hibrida»®. A partir de una célula hibrida, que contiene
dos genomas completos como se muestra en la figura 2, se puede regenerar
una planta que, segun cual haya sido el destino del material genético nuclear

durante las divisiones celulares que siguen a la fusion, puede ser de tres tipos:

1.1.2.1 Hibrido simétrico, que tiene el genoma nuclear completo de
cada tipo Parental®.

1.1.2.2 Hibrido asimétrico, que tiene el genoma nuclear completo de
uno de los parentales y solo una parte del genoma nuclear del
otro parental®.

1.1.2.3 Cibrido, que contiene el genoma nuclear completo de uno de los

parentales, reteniendo so6lo material genético extranuclear del otro

parental*>.
_'_Fusién—
\ O O/ Heterocarionte
: . .e |‘ ‘_jﬂ :.Iﬁ_Qf \ "'.| )
Cibrido Hibrido Hibrido Hibrido Cibrido
parcial parcial

Fig. 2 Destino del material genético nuclear y extranuclear en la fusién de protoplastos (3)



Es usual que en el proceso de regeneraciéon de plantas hibridas ocurra
una eliminacion gradual de cromosomas de uno de los tipos parentales,
produciéndose de este modo hibridos asimétricos o cibridos®. La practica de la
hibridacibn somatica en plantas demostré que, en general, los hibridos
asimétricos y cibridos son méas valiosos que los simétricos producidos entre

plantas alejadas filogenéticamente®.

Por esta razon se han desarrollado métodos para inducir la hibridacién
asimétrica o cibridacion, alterando el genoma de uno de los protoplastos
parentales®. En este caso se dice que se transfiere parte del genoma de un
protoplasto donante a uno receptor. Por lo tanto, teniendo en cuenta el material
de partida empleado para la fusion, pueden producirse tres tipos de células

hibridas:

1. Células hibridas simétricas, por fusion de dos protoplastos con sus

genomas completos.®

2. Célula hibrida asimétrica, por fusion de un protoplasto conteniendo su
genoma completo con otro conteniendo su nucleo inviable o sélo una parte de
su genoma nuclear. Los protoplastos donantes son irradiados con rayos X o

Gamma, lo que provoca la fragmentacion de los cromosomas.®

Una vez producida la fusién, dichos fragmentos tienden a eliminarse en
las sucesivas mitosis, pero algunos de ellos pueden integrarse con el genoma

del receptor produciendo un hibrido asimétrico®.



También puede producirse una célula hibrida asimétrica fusionando
protoplastos receptores con microprotoplastos®, conteniendo uno o pocos
cromosomas. Los microprotoplastos se obtienen induciendo la formacion de

microntcleos por tratamientos con agentes antimicrotibulos®.

3. Cibridos, por fusibn de un protoplasto conteniendo su genoma nuclear

completo con un protoplasto enucleado o con su nicleo inviable®.

Los protoplastos enucleados o citoplastos pueden obtenerse
centrifugando los mismos a alta velocidad en un gradiente de densidad
isosmotico’. Los protoplastos que poseen su genoma nuclear completo

(receptores), pueden ser tratados previamente con inhibidores metabélicos®.

En este caso soOlo pueden sobrevivir, por complementacién metabdlica,
los heterocariones conteniendo el nucleo del receptor y el citoplasma del

donante enucleado’.

La segregacion de los plastidos y mitocondrias de los dos tipos
parentales también constituye una fuente importante de variabilidad en la

regeneracion de plantas hibridas®.

Es frecuente que ocurran recombinaciones de los genomas
mitocondriales de ambos tipos parentales, pero ello es poco comdn entre

plastidos’. Dado que las organelas segregan independientemente unas de



otras, la regla es que al cabo de pocas divisiones mitéticas las células

formadas contengan plastidos provenientes de uno u otro tipo parental.

Asi, una célula hibrida origina una colonia de células que exhiben
diferentes combinaciones de genes citoplasmaticos, pero con una mayor
frecuencia de células que poseen mitocondrias recombinantes y plastidos de

uno u otro tipo parental como se explica en la figura 3.

El destino que sufre el material genético nuclear y extranuclear durante
las divisiones celulares determina que, a partir de una poblacién de células
hibridas similares®, se puedan regenerar plantas con diferentes combinaciones

de genes nucleares, plastidicos y mitocondriales.

Parental 1 Parental 2
l P Aislamiento de l
Protoplastos —>
Protoplastos parentales 1 Protoplastos parentales 2

Modificacion gendmica para
produccion  de  hibridos
simétricos / cibridos y/o
| pretratamiento para
posterior seleccion (opcional) ——»

Protoplastos parentales 1 Protoplastos parentales 2
(originales o modificados) (originales o modificados )

Fusion de protoplastos




Mezcla de protoplastos parentalesy produccién
de fusion.

Seleccion de —
células hibridas

Protoplastos Hibridos

Cultivo de Cultivo de la mezcla de

protoplastos hibridos y protoplastos en  medio

regeneracion de —> <+— selectivo (opcional) y
plantas regeneracion de plantas

Supuestas plantas hibridas

Confirmacion / caracterizacion

de la hibridacion

Plantas hibridas caracterizadas

Fig. 3 Materiales y procesos involucrados en la hibridacion somatica (6)

8La fusién de protoplastos entonces se utilizé con los siguientes

fines:

a) Recombinacién interespecifica de cepas que carecen de sistema
sexual o parasexual, cuya frecuencia de recombinacion es demasiado
baja.

b) Hibridacion interespecifica para obtener organismos completamente

nuevos capaces de sintetizar metabolitos modificados.

1.1.3 Hibridacion Interespecifica



Los hibridos suelen mostrar mayor vigorosidad que los parentales, lo
gue da lugar a un mayor rendimiento. Este fendmeno ha sido aprovechado en
la produccién a gran escala de determinados cultivos tales como el maiz,
aunque también es apreciable la contribucion que las semillas hibridas han

supuesto en numerosas variedades de hortalizas y plantas ornamentales®.

La Hibridacion Interespecifica consiste en el cruce entre individuos de
diferentes especies, considerandose asi como una verdadera hibridacién. En
las plantas al6bgamas, todo individuo es un hibrido, de suerte que muchos de
sus genes son heterocigéticos™. La instauraciéon de la homocigosis por
autofecundacion artificial es acompafiada por el efecto de endogamia o
“imbreeding”. los descendientes son mucho menos vigorosos y menos
productivos que la planta madre'®. Las lineas obtenidas seran puras pero

débiles, inutilizables directamente como variedad.

A este fenomeno de depresion provocado por la consanguinidad se
opone el efecto inverso; la heterocigosis® producida al cruzar dos lineas
endégamas, los descendientes hibridos tendran el vigor rapidamente
restablecido. Se utiliza esta técnica para producir variedades hibridas de
primera generacion nada mas, cuyas semillas deberan ser rescatadas cada
afio porque ellas no se reproduciran (esto vale también para las plantas

autbgamas cruzadas artificialmente)*?.

Se debe sefialar que una vez obtenidos hibridos somaticos
interespecificos por fusion de protoplastos y regeneracion de los productos

seleccionados, estos hibridos van a ser distintos a los hibridos obtenidos



sexualmente. *Las plantulas obtenidas por fusién somatica, pueden ser a nivel

nuclear de varios tipos:

a) Hibridos somaticos tipicos

b) Poliploides

¢) Aneuploides (hibridos asimétricos)

d) Hibridos con el contenido nuclear de un parental y fracciones de

informacién genética del otro parental®.

A nivel citoplasmico las plantas hibridas pueden presentar la suma de
los
Citoplasmas de ambos parentales (fig. 4), el citoplasma de un solo parental, un
citoplasma hibrido resultado de la recombinacion de los genomas

extranucleares de ambas células®.
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Fig. 4 Representacion de la Técnica de Fusion de Protoplastos (27)

1.1.4 Intervencion del ADN en el proceso de Hibridacion

La evolucion de las modernas tecnologias utilizando células vegetales
para la regeneracion de plantas, ha contribuido de manera significativa en el

incremento de potencial genético.™

Las técnicas tradicionales de hibridacién mezclaron durante varios afios
miles y miles de genes y muchas generaciones de plantas con el fin de obtener

una caracteristica deseada®®.



Los protoplastos constituyen los receptores mas apropiados para la
transferencia de genes, macromoléculas y organelos celulares de preferencia
cloroplastos o mitocondrias™®, y por consiguiente la posible incorporacién a una
células de un nuevo control genético para producir nuevas enzimas y otros

componentes deseados.

Los protoplastos son las estructuras ideales para la transferencia de
genes como se muestra en la Fig. 5, ya que el ADN tiene libre acceso a las
membranas plasmaticas libres y a todos los receptores libres en una poblacion,

y ademas cada protoplasto ha pasado por un procedimiento de aislamiento™®.

Espacies o Senes e Secuencias de ODMA

Marcadores Saecusnciacidn * Mapeo gendtico
Molacularss * Clonacion de genas
* Trasformacidn gensatica

Wariacian de DMA Wariacidn del DMA

[Entra aspacias ] [Centro da espacias]

*Madician da la Litilizacidn a nivel da genas
diversidad

*Evalucian Bizlogia de

*Taxonomia la conservacion Base gendlica de cullivos

Fig. 5. Distribucién de Técnicas en las que interviene el ADN como herramienta genética.(53)

Es relevante destacar que, los fines del mejoramiento genético, el
sistema de protoplastos no solo se emplea para la obtenciéon de hibridos
somaticos, sino que también constituye un material apropiado para la
incorporaciéon de ADN exdgeno®. Asimismo, la fusién de protoplastos tiene un
uso mucho mas amplio que el estrictamente de interés agrondmico; en tal
sentido, es de gran utilidad en estudios de biologia celular asi como para otras
aplicaciones biotecnolégicas, por ejemplo, la produccion de anticuerpos

monoclonales®.



1.1.5 Determinacién de la Compatibilidad celular y sexual entre ambas

especies.

1.1.5.1 Cruzamientos interespecificos

Durante la evoluciéon se han desarrollado variaciones cromosdmicas y
defensas celulares que limitan o impiden el cruzamiento interespecifico;
incluso, estas barreras al cruzamiento pueden desarrollarse dentro de la misma
especie, debido a la presencia de genes gametofiticos que previenen el

cruzamiento.*®

El rescate de embriones y la fusion de protoplastos son dos formas
posibles de eliminar las barreras de compatibilidad sexual y celular a nivel de
gametofitos de plantas, que no existe a nivel de esporofitos*®. Mediante el
rescate y cultivo de embriones, pocos dias después del cruce, se pueden
obtener plantas hibridas viables®, mientras que durante el aislamiento y cultivo
de protoplastos, se obtienen plantas que rara vez son viables, pues el
porcentaje de que una planta sea viable dentro de este periodo es del 0.1 —

0.5%* 1o que quiere decir que no tiene mayor incidencia.

Si estos embriones se dejaran crecer en su medio original el embrion
abortaria por efectos gametofiticos adversos del endospermo. El cultivo de
embriones se utilizaria para lograr cruzas entre la especie cultivada y sus
ancestros o0 parientes silvestres, en los cuales existan barreras para el
cruzamiento interespecifico, como lo ocurrido con la cruza de Lupinus mutabilis

x Lupinus hartwegii, o entre Phaseolus vulgaris x P. Acutifolius’. En este Gltimo



caso, se ha logrado obtener plantas hibridas fértiles en gran cantidad para el

fitomejoramiento mediante el rescate de embriones .

Cruzas interespecificas mediante la fusion de protoplastos, permite la
fusion de los protoplastos de diferentes especies de la misma manera el
intercambio de cromosomas y ADN entre las dos especies debido a que las
barreras de incompatibilidad a nivel celular y sexual desaparecen por
completo®®, por lo que este sistema ofrece el potencial de crear
recombinaciones Utiles para la formacion de hibridos somaticos. Sin embargo,
la regeneracion de microcallos es muy facil pero la de plantas después de la
fusion es mas dificil de obtener; un ejemplo claro es la hibridacion de papa y

tomate®'.

Es posible efectuar la transferencia de cloroplastos y mitocondrios de
células de una especie a otra, lograndose que los cloroplastos exdgenos se
mantengan dentro del protoplasma de la célula huésped®. Es mas dificil lograr
la transferencia de mitocondrios por su tamafio pequefio. Sin embargo, esta
transferencia se facilitaria al trasladar dichos organelos incluidos dentro de

microprotoplastos para su transferencia a otras células.”*

Por otro lado la combinacion de DNA lo que conlleva es a la creaciéon de
diferentes caracteristicas, siempre y cuando alguna de ellas no sea dominante sobre
alguna otra*’, pues en el que caso que exista una dominancia entre alguna de estas,

esto se vera reflejado en el individuo final.**



La compatibilidad sexual a diferencia de la compatibilidad celular no interviene
de manera directa el intercambio de DNA pues si bien este se encuentra contenido
en los cromosomas”®, en este caso sera el nimero cromosémico quien determine si

existe 0 no una compatibilidad sexual entre especies.

Si una especie vegetal, contiene un numero cromosémico similar a otra tiene
un alto indice de compatibilidad sexual, en este caso se podria mencionar que si una
planta de pera tiene un niamero cromosémico de 16X y una manzana un numero
cromosomico de 15X, su tasa de compatibilidad va a ser de un 85% sobre las

variantes, lo que quiere decir que si existe compatiblidad*.

Al contrario si se quisiera unir una pera con un nimero cromosomico de 16X y se
quiere unir con un platano que contiene un nimero cromosémico de 13X*®, esto sera
totalmente incompatible sexualmente, pues su numero cromosOmico dista por

completo de una especie a otra.*

La compatibilidad sexual es una parte de la genética muy compleja, pues para lograr
determinar si una especie es compatible con otra, se la puede determinar por el
nimero cromosémico por simple investigacion®’, pero ya en el campo cientifico se
determina en base a las caracteristicas posteriores entre nuevas especies y esto

llevaria afios de estudio.

A nivel de campo es muy importante tener conocimiento de el numero
cromosémico para saber si se sigue una investigacion con resultados confiables
pues, el factor de + 2% para determinar si una planta es compatible con otra, ha
llevado a los investigadores afios determinar la existencia de este factor, pero se han

encontrado evidencias significativas de que las plantas que se encuentran dentro de



este rango son genéticamente compatibles y modificables, abiertas a aceptar nuevas

caracteristicas.*’
1.1.6 Determinacién del Niomero Cromosomico de Especies Vegetales
1.1.6.1 Conteo Cromosdmico en células somaticas

La Petunia (Petunia nictaginiflora), tanto como la Rosa (Rosa sp), poseen un
rango amplio en la variacion de caracteristicas como por ejemplo, el color de la flor,
el tipo de flor o la pigmentacion heredada por los cromosomas paternos, sin embargo
se han utilizado como recursos genéticos para estudios posteriores a ambas

especies, principalmente para determinar barreras de incompatibilidad sexual.

El nimero cromosémico de la Petunia nictagiflora, es de (2n=18)%, mientras
que de la Rosa sp., es de (2n = 22)%, ambas son poliploides, esto se determinara de
acuerdo al nimero cromosémico en las células somaticas y/o sexuales®. Sin
embargo se puede hacer un conteo de cloroplastos en los estomas en las hojas,

obteniendo un estimado rapido del nimero cromosémico.

Para el presente trabajo, se propone realizar la determinacion del numero
cromosémico a nivel de raices que son tejidos meristematicos en crecimiento activo,

utilizando la técnica del aplastamiento (“squash”)®

, siendo esta la mas utilizada
debido a su rapidez y simplicidad, encontrando algunas variantes en las etapas de

pretratamiento, fijacion y tincion, de los reactivos que se emplean.



116.1.1 Técnica de Aplastamiento para determinacion de numero

a)

b)

cromosdémico.

Recolecciéon de muestras: Para esta parte del protocolo, se debe extraer
raices jovenes que mantengan la humedad necesaria, con el fin de que las
raices se mantengan en desarrollo activo®, mientras mas jovén sea la
muestra recolectada, se podra realizar un conteo de los cromosomas de

manera facil y rapida.

Corte aproximadamente 5 mm de la parte terminal o puntas de las
raices que tienen un color hialino y luego coloque estas en la solucion que se

usa como pre — fijador®*.
Pre - fijacion

Para el desarrollo de esta etapa del proceso de conteo de
cromosomas, se puede utilizar 8- hidroxiquinolina que es el que en este caso
se empleard por su mejor actividad, el alfa bromonaftaleno o el uso de agua a
0°C®*, permitiendo la contraccién de los cromosomas durante la profase,
facilitando asi el conteo cromosomico. Se debe mantener todos los materiales

a emplearse, libres de detergentes o de otros productos quimicos nocivos.
Fijacion

Para obtener una buena fijacion del ndcleo y de los cromosomas, asi
como para mantener la integridad estructural del citoplasma y de las células
en general, se emplean fijadores deshidratantes. Los mas empleados son

mezclas de alcohol etilico con &cido acético, propiénico o lactico®.



d)

Es importante tener en cuenta que la preparacién para la fijacion tiene
una reaccion rapida expuesta a temperatura ambiental, formando un éster,
dejando por completo el efecto de fijador, por lo que se recomienda preparar el

fijador cuando se vaya a emplear.

Hidrolisis

El objetivo de esta etapa del protocolo es la de romper las peptinas que
unen las células y faciltar el aplastamiento; para esto se emplea HCI 1N a una
temperatura de 60°C, recomendandose calentar el acidos antes de colocar las

raices en la solucién.®

Aplastamiento

En esta parte del proceso, se debe colocar de una a tres raices sobre
un porta objeto y cortar la punta en una longitud aproximada de 1 mm, que se
espera y tenga un color mas obscuro®. Se coloca una gota de colorante
fresco y se debe descartar el resto de la raiz, colocar el cubre objeto y

ligeramente aplastar con el fin de extender el tejido.

Calentar el portaobjeto pasandolo de 2 —3 veces sobre la llama de un
mechero de alcohol e inmediantamente inviértalo sobre papel filtro®, de tal

manera que el cubre objeto quede en contacto con el papel.

Coloque otro papel filtro sobre el portaobjeto y presionelo fuertemente
con el pulgar para aplanar las células, evitando que el porta objetos se tenga
movimiento lateral, finalmente vuelva a pasar la preparacion por la llama del

mechero y observar los resultados al microscopio.



CAPITULO I

2.1 Materiales y Métodos

2.1.1 Pruebas de extraccion de protoplastos mediante tratamientos
enzimaticos

2.1.1.1 Material Vegetal

2.1.1.1.1 Obtencioén, preparacién y desinfeccién del material vegetal

Se tom6 0.5 gramos de hojas jovenes totalmente expandidas tanto de rosa
como de petunia; se dejaron en remojo durante seis horas en agua corriente.
Luego se procedi6 a la desinfeccion, protocolo descrito por Cafizares (1998) y

modificado por Chavez (2006).

Las hojas fueron sumergidas en una solucion de jaboén liquido ( 20 gotas x
I'Y), durante diez minutos, luego se sumergieron en una solucién de Yodo ( 15
gotas x I™') durante diez minutos, posteriormente las hojas fueron expuestas a
una solucién de benlate (1 g x I'") y Bankit Co. (2.5 ml x I'*) por 20 minutos. Se
lavaron las hojas con agua destilada esteril (ADE) durante 15 minutos para

finalmente realizar una desinfeccion con NaOCI al 2% durante tres minutos.

Luego de la fase de desinfeccion, las hojas fueron nuevamente
enjuagadas tres veces en cajas Petri con ADE, dentro de la camara de flujo
laminar que previamente fue encendida y desinfectada una hora antes de su

uso.



2.1.1.2 Preparaciéon de los tratamientos enziméaticos para la

extracciéon de protoplastos

Se prepar6 una solucién para aislamiento de protoplastos, la misma que
contiene CaCl, (100 mg x I'), NaHPO, (10 mg x | ), Manitol ( 7300 mg x I') y

buffer 7 (60 ml x I'Y), ajustando el pH a 5.8 (Szabados, 1993).

A este medio para aislamiento, se le agreg6 diferentes concentraciones
de enzimas digestivas de la pared celular (Cuadro 1) evaluadas para cada
tratamiento. Las enzimas fueron esterilizadas mediante filtracion (filtro millipore

0.45 um) y almacenadas a 4°C en un frasco color ambar (Rivera, 2004).

Cuadro 1. Concentraciones enzimaticas empleadas para el aislamiento de

protoplastos.

Celulasa |Macerozima |Pectoliasa

Tl  0.80%  [0.05% 0.05%
T2  [1.00%  |0.5% 0.5%
T3  [250%  |0.5% 0.5%

2.1.2 Aislamiento de protoplastos
2.1.2.1 Tratamiento enzimético y medio de incubacion
Se procedio a realizar pequefios cortes de aproximadamente tres milimetros de
largo, con el fin de obtener un mayor contacto del mesofilo con las soluciones

enzimaticas.



El material se llevd a cajas magenta con diez mililitros de las diferentes
soluciones enzimédticas, esta mezcla fue expuesta al vacio (500 atm) durante
30 min dentro de un desecador esteril con la finalidad de lograr que la solucién
enzimatica penetre directamente al tejido foliar como se puede observar en la

Fig. 6.

Fig. 6. Exposicién de cortes de mesdfilo con solucién enzimatica a vacio (500 atm)

Esta mezcla fue incubada en obscuridad entre 20 — 22°C en agitacién a 90 rpm
Fig.7, durante 18 horas. Para determinar el tiempo Optimo de incubacion, se

midio desde la primera hora hasta la 18ava hora de incubacion.



Fig. 7. Incubacion de muestras a obscuridad en agitacion constante.

2.1.3 Limpiezay purificacion de protoplastos

Después de la incubacién de los protoplastos de ambas especies, los
protoplastos fueron filtrados con un tamiz de 1 um de didmetro con el fin de
retener restos vegetales, las soluciones filtradas fueron lavadas tres veces con
seis mililitros de Cell protoplast wash 13M (CPW 13M) vy centrifugadas a 1000
g durante siete minutos como se muestra en la Fig. 8; eliminando el

sobrenadante en cada lavado (Zanke, 1995).

Fig. 8 Fase de purificacion y lavado de protoplastos mediante centrifugacion con CPW 13M



2.1.4 Pruebas Estadisticas

La Unidad Experimental para esta fase fue una caja Magenta con 0.5 gramos
de hoja de rosa y/o petunia con diez ml de solucion de aislamiento. Las
pruebas estadisticas utilizadas fue Andlisis de Varianza para determinar las
diferencias estadisticas entre tratamientos enziméticos y el tiempo de

exposicion a los mismos.

Adicionalmente se realizaron pruebas estadisticas complementarias como la
discriminacion de medias de Tukey al 5%, para determinar los mejores
tratamientos enzimaticos. Ademas se realizaron regresiones en relacion al

tiempo — enzima — namero de protoplastos.

Finalmente se determind el tiempo Optimo de exposicion a las enzimas de las

hojas tanto de rosa como de petunia mediante una regresion polindmica.

2.1.5 Fusién de Protoplastos
2.1.5.1 Fusion quimica de protoplastos mediante Polientilenglicol

(PEG)

Eliminado el sobrenadante, se resuspendié una vez mas los protoplastos
en seis mililitros de CPW 13M dejando la solucién en reposo durante diez

minutos.

Se tomd una muestra de protoplastos de rosa y petunia en proporcion

1:1; se colocd en un tubo eppendorf en donde se los dejé en reposo durante



seis minutos (Fig. 9); una vez transcurrido este tiempo, se puso seis gotas de
Polietilénglicol (PEG) para inducir la aglutinacion y la suspension fue incubada
durante 20 — 25 minutos a temperatura ambiente de acuerdo con lo establecido

por Schum et al (2001).

Fig. 9. Reposo de protoplastos de Rosa sp y Petunia nictaginiflora, expuestos a PEG, para ser fusionados.

Para eliminar el exceso de PEG, se realizaron cuatro lavados con una
soluciéon de CaCl, cada cinco minutos durante veinte minutos, adicionando en

cada lavado 12 gotas de de CaCls,.

2.1.6 Medios para cultivo de protoplastos fusionados
Una vez que se han completado los lavados con CaCl,, se deja los tubos
en reposo en forma vertical, con el fin de formar una interfase (Fig. 10), de la

gue se extraeran protoplastos para el cultivo.



Fig. 10. Formacion de interfase de protoplastos fusionados

Se extrajo la interfase con ayuda de una pipeta automatica para luego
ser dispensar los protoplastos que fueron fusionados en dos medios sélidos;
Murashige & Skoog (MS) (Anexol) y MS + V200 — G (Anexo2); las cajas con el
medio sembrado de protoplastos fueron selladas con parafilm e incubadas a

25°C en obscuridad durante un mes y medio (Hiroyuki,2002).

2.1.7 Determinacion del Numero Cromosomico de Rosa sp y Petunia
nictaginiflora.

2.1.7.1 Conteo Cromosdmico en células somaticas

Para determinar el nimero cromosémico de rosa y petunia, se
seleccioné material radicular joven, luego en laboratorio fue lavado con ADE;
posteriormente las raices fueron seccionadas en aproximadamente un cm, las
secciones fueron tratadas durante cinco horas en una solucion de 8 — hidroxi

kinoleina 2mM, a una temperatura de 20°C.



El material radicular fue extraido de la solucion de 8 — hidroxikinoleina,
para ser suspendido en una solucion de acido acético — etanol (3:1) e incubado

por 12 horas a temperatura ambiente.

Concluido el tiempo de incubacion se tomé el material radicular, para ser
hidrolizado en 1N de HCI a 60°C durante 20 minutos (Taguchi, 1993), con el fin

de suavizar el material.

El producto de la hidrolizacién se colocé en un porta objeto adicionando
tres gotas de Orceina acética al 2%; este material fue disgregado con ayuda de
una aguja de diseccion, una vez que fue disgregado completamente el material
radicular, se colocé el cubre objeto, se lo cubrié con papel secante y finalmente
se realizé un squash con el fin de extender el tejido, finalmente la preparacion
fue flameada para su observacién al microscopio para seleccién y fotografiado

de cromosomas metafasicos (Fig. 11) para armar los respectivos cariotipos.

Fig. 11. Cromosomas metafasicos de rosa (a) y petuia (b).



CAPITULO Il

3.1 Resultados y Discusion

3.1.1 RESULTADOS

3.1.1.1 Aislamiento y Purificacion de Protoplastos a partir de hojas de

Rosa sp

Para el aislamiento de protoplastos se probaron tres tratamientos
enzimaticos T; (Celulasa 0.8%, Macerozima y Pectoliasa 0.05%), T, (Celulasa
1%, Macerozima y Pectoliasa 0.5%) y T3 (Celulasa 2.5%, Macerozima y
Pectoliasa 0.5%). Con el fin de estandarizar el protocolo de aislamiento se
tomaron 18 muestras para cada tratamiento cada hora. Al comparar el numero
de protoplastos se encontré un efecto significativo para enzimas (F2io0s
=5686.78; p<0.0001), tiempo (F17,10s =288.04; p<0.0001) e interaccion tiempo

x enzimas (Fzs,108 = 74.62; p<0.0001).

Al analizar el efecto de las enzimas sobre el nUmero de protoplastos se
derterminé que el T3 (Celulasa 2.5%, Macerozima y Pectoliasa 0.5%) presento

mayor cantidad de protoplastos que los tratamientos T,y T, (Tabla 1).



Tabla 1. Promedio + error estdndar del nimero de protoplastos obtenidos de
hojas de Rosa sp bajo el efecto de tres tipos de enzimas, IASA, Ecuador, 2006
(letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p<
0.05).

ENZIMA # Protoplastos
1.00
10092,59 + 1051.11 a
2.00
68000 + 6263.50 b
3.00

153481,48 +9479.92 c

Al analizar el efecto del tiempo sobre el nimero de protoplastosse
determindé que a las 12, 13 y 14 horas se encontré el mayor numero de

protoplastos (Tabla 2).

Para determinar el tiempo Optimo en el que se obtendra el mayor
namero de protoplastos se realiz6 un andlisis de regresion polindbmica. La
relacion polinomica  de tercer grado entre las variables se explico por la
siguiente ecuacion: # protoplastos = - 1809.46 + 1567.6 T + 1734.7 T? —

83.82 T3

Posteriormente se extrajo la primera derivada y se calcul6 el valor del
tiempo 6ptimo de aislamiento de protoplastos de 14.23 horas, como se muestra

a continuacion:



Regresidn Polindmica — Tiempo Optimo para la Recuperacion de Protoplastos de
# protoplastos = - 1809.46 + 1567.6 T + 1734.7 T>—-83.82 T°
= 1567.6 + 3469.4 T — 251.46 T*
=251.46 T>-3469.4 T - 1567.6
=+ 14.23
=-0.42
En la Fig. 12. se puede observar de manera gréfica la interaccion entre

el tiempo y el nUmero de protoplastos obtenidos en cada tratamiento aplicado.
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Fig. 12. Tiempo 6ptimo para el aislamiento de protoplastos de Rosa sp de acuerdo a los diferentes tratamientos

enzimaticos.



Tabla 2. Promedio + error estandar del nimero de protoplastos obtenidos a
partir de hojas de Rosa sp a diferentes tiempos, IASA, Ecuador, 2006 (letras
distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p< 0.05).

Tiempo # Protoplastos

1 7222,22 +2445.39 a

2 13611,11 +4623.14 ab

3 23888,89 +7489.70 bc

4 29722,22 +10012.53 cd
5 39722,22 +13778.03 de
6 49055,56 +18373.52 e

7 66555,56 + 24368.76 f

8 78833,33 + 28155.20 g
9 93444,44 + 29723.31 h
10 101555,56 +29797.05 hi
11 112388,89 +28940.89ij

12 117166,67 +29576.41 |
13 122277,78 +27865.76 j
14 121388,89 +27525.59 |

15 111777,78 +26248.30 ]
16 104055,56 +25637.49 ih
17 102944,44 +25521.29 ih
18 93833,33 +22524.99h

Al analizar el efecto de la interacién enzima x tiempo sobre el numero de
protoplastos, se determiné que el T3 mostr6 mayor numero de protoplastos
durante las 18 evaluaciones realizadas (Tabla 3), la misma que se demuestra

de manera grafica en la Fig. 13.

En la Fig. 14 se muestra la secuencia de aislamiento de protoplastos a
diferentes tiempos de exposicion enzimatica con T3 (Celulasa 2.5%,
Macerozima y pectoliasa 0.5%); en el literal a, se puede obsevar que a los
treinta minutos de exposicidbn enzimatica se encuentran todavia células con
pared celular; en el literal b y c, se encuentran protoplastos aislados en un
intervalo de una a siete horas (2 x 10* protoplastos x ml™*) y (1,75 x 10°

protoplastos x ml™) respectivamente, es todavia muy baja la recuperacién de



proto

plastos aislados; finalemente en el literal d, se muestra protoplastos

aislados dentro de la doceava hora de exposicion enzimatica con una cantidad

de protoplastos aislados de 2,41 x 10° protoplastos x ml™,

Mumera de protaplastos

Fig. 13.
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Tabla 3. Promedio + error estandar de la interaccion de

numero de

protoplastos obtenidos a partir de hojas de Rosa sp a diferentes tiempos bajo el
efecto de tres tratamientos enzimaticos aplicados, IASA, Ecuador, 2006.

Tiempo |Enzima # Protoplastos

1.00 1.00 833.33 +833.33 a

1.00 2.00 5000.00 +1443.38 ab
1.00 3.00 15833.33 + 3004.63 ab
2.00 1.00 833.33 + 833.33 bc

2.00 2.00 9166.67 + 1666.67 bc
2.00 3.00 30833.33 + 3632.42 cd
3.00 1.00 2500.00 + 0.00 de

3.00 2.00 16666.67 + 833.33 de
3.00 3.00 52500.00 + 2886.75 de
4.00 1.00 1666.67 + 1666.67 e
4.00 2.00 19166.67 +1666.67 f
5.00 1.00 3333.33 + 1666.67 fg
5.00 2.00 23333.33 +2204.79 hi
5.00 3.00 92500.00 + 9013.88 hi
6.00 1.00 3333.33 + 833.33 hij
6.00 2.00 22500.00 +0.00 hij

6.00 3.00 121333.33 +6359.59 ij
7.00 1.00 8333.33 + 833.33 jj

7.00 2.00 28333.33 +2204.79 j
8.00 1.00 5000.00 + 1443.38
8.00 2.00 42500.00 +1443.38 jk
8.00 3.00 189000.00 +7371.11 jk
9.00 1.00 8333.33 + 833.33 jk
9.00 2.00 65000.00 + 4330.13 jk
9.00 3.00 207000.00 +10408.33 jk
10.00 1.00 10000.00 + 1443.38 kI
10.00 2.00 81666.67 + 3004.63 kI
10.00 3.00 213000.00 +6658.33 kim
11.00 1.00 15833.33 + 4409.59 kim
11.00 2.00 105666.67 + 2333.33 Im
11.00 3.00 215666.67 +2962.73 Im
12.00 1.00 19166.67 + 833.33 mn
12.00 2.00 109000.00 +3785.94 mn
12.00 3.00 223333.33 + 3333.33 kim
13.00 1.00 24166.67 + 1666.67 mn
13.00 2.00 126333.33 + 2333.33 mno
13.00 3.00 216333.33 + 8089.77no
14.00 1.00 17500.00 + 2886.75 no
14.00 2.00 142000.00 + 0.00 no
14.00 3.00 204666.67 +2666.67 pq
15.00 1.00 18333.33 + 3632.42 pq
15.00 2.00 117333.33 + 2333.33pq
15.00 3.00 199666.67 + 2333.33 gr
16.00 1.00 14166.67 + 3004.63 grs
16.00 2.00 107333.33 +1452.97qr
16.00 3.00 190666.67 +8950.48 rs
17.00 1.00 12500.00 + 1443.38rs
17.00 2.00 107333.33 +1452.97 rst
17.00 3.00 189000.00 +3055.05 st
18.00 1.00 15833.33 + 833.33 t
18.00 2.00 95666.67 + 5206.83 t
18.00 3.00 170000.00 +10785.79 t
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Fig.14. Aislamiento de protoplastos a diferentes tiempos de exposicién enzimética con T1. a) Antes
de la primera hora b) Primera hora de exposicién c) Séptima hora de exposicion d) Doceava hora

de exposicion.

3.1.1.2 Aislamiento de Protoplastos a partir de hojas de Petunia
nictaginiflora.

Al igual que en aislamiento de protoplastos a partir de hojas de rosa, para

petunia se aplicd la misma metodologia; al realizar el andlisis de varianza se

encontré diferencias estadisticas para enzimas (Fz10s = 8169.58; p<0.0001),

tiempo (Fi710s8 =583.70; p<0.0001) vy la interaccion entre el tiempo y las

enzimas (Fsz4108 =138.94; p<0.0001).

Al analizar el efecto de las enzimas sobre el nUmero de protoplastos se
determiné que el T3 (Celulasa 2.5%, Macerozima y Pectoliasa 0.5%) present6

mayor cantidad de protoplastos que los tratamientos T,y T, (Tabla 4).



Tabla 4. Promedio + error estdndar del nimero de protoplastos obtenidos de
hoas de Petunia nictaginiflora bajo el efecto de tres tipos de enzimas, IASA,
Ecuador, 2006 (letras distintas en la misma columna indican diferencias

significativas, p< 0.05).

# Protoplastos
ENZIMAS
1.00 9722,22 +1077.18 a
2.00 81194,44 + 7772.10 b
3.00 149601,85 + 10254.22 ¢

Al analizar el efecto del tiempo sobre el numero de protoplastos se
determindé que a las 10, 11 y 12 horas se encontrd0 el mayor numero de

protoplastos (Tabla 5).

Para determinar el tiempo 6ptimo en el que se obtendran el mayor
numero de protoplastos se realiz6 un andlisis de regresion polinOmica. La
relacion polinbmica de tercer grado entre las variables se explicoO por la

siguiente ecuacion: # protoplastos = 2361.6 + 2650.9 T + 1454.5 T2 - 74.3 T3,

Posteriormente se extrajo la primera derivada y se calcul6 el valor del
tiempo 6ptimo de aislamiento de protoplastos de 10.06 horas, como se muestra

a continuacion:



Regresidon Polindmica — Tiempo Optimo para la Recuperacion de Protoplastos

# protoplastos = 2361.6 + 2650.9 T + 1454.5 T —74.3 T°

=2650.9 + 2909 T — 222.9 T?
=222 T?-2909 T — 2650

=+ 10.006
=-3.0968

En la Fig. 15, se demuestra graficamente la interaccion entre el tiempo y

el nimero de protoplastos para los tres tratamientos enzimaticos.
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Fig. 15. Tiempo optimo de recuperacion de protoplastos de Petunia nictaginiflora de acuerdo a los diferentes

tratamientos enzimaticos.



Tabla 5. Promedio + error estandar del nimero de protoplastos obtenidos a
partir de hojas de Petunia nictaginiflora a diferentes tiempos, IASA, Ecuador,
2006 (letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p<
0.05).

Tiempo # Protoplastos

1 5555,56 + 7264.83 a

2 8611,11 + 8111.63 a

3 12500 + 12869.54 a

4 23055,56 + 19315.54 b
5 38055,56 + 36481.54 c
6 48222,22 + 50490.79 e
7 65444,44 + 63724.23 f
8 76333,33 + 73892.24 g
9 100777,78 + 91805.54 g
10 106555,56 + 89546.58 gh
11 115166,67 + 89379.11 hij
12 125722,22 + 91196.60 kI
13 128722,22 + 86494.98 i
14 129055,56 + 83623.95 i
15 123222,22 + 77243.17 jkl
16 116388,89 + 77364.31 ijk
17 111055,56 + 80151.59 hi
18 108666,67 + 76923.26 ghi

Al analizar el efecto de la interaccion enzima x tiempo sobre el numero de
protoplastos, se determind que el tratamiento tres mostr6 mayor namero de
protoplastos durante las 18 evaluaciones realizadas, como se muestra en la

Tabla 3, y de manera grafica en la Fig. 16.
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Fig. 16. Tratamientos aplicados en la investigacion para determinar el mas 6ptimo por el nimero de protoplastos

recuperados



Tabla 6. Promedio + error estandar de la interaccion de numero de
protoplastos obtenidos a partir de hojas de Petunia nictaginiflora a diferentes
tiempos bajo el efecto de los tres tratamientos enzimaticos aplicados, IASA,
Ecuador, 2006.

Tiempo Enzimas  Protoplastos

1.00 1.00 0.00 + 0.00a
1.00 2.00 1666.67 + 833.33ab
1.00 3.00 15000.00 + 1443.38
2.00 1.00 2500.00 + 1443.38ab
2.00 2.00 4166.67 + 833.33
2.00 3.00 19166.67 + 833.33
3.00 1.00 1666.67 + 1666.67
3.00 2.00 6666.67 + 833.33
3.00 3.00 29166.67 + 1666.67
4.00 1.00 5000.00 + 0.00
4.00 3.00 47500.00 + 3818.81
5.00 1.00 5000.00 + 1443.38
5.00 3.00 85000.00 + 5204.16
6.00 1.00 3333.33 + 833.33
6.00 2.00 28333.33 + 833.33
6.00 3.00 113000.00 + 9712.53
7.00 1.00 3333.33 + 1666.67
7.00 2.00 46666.67 + 1666.67
7.00 3.00 146333.33 + 5666.67
8.00 2.00 53333.33 + 3333.33
8.00 3.00 170666.67 + 2962.73
9.00 1.00 7500.00 + 1443.38
9.00 2.00 79166.67 + 5464.53
9.00 3.00 215666.67 + 4702.25
10.00 1.00 5000.00 + 1443.38
10.00 2.00 103333.33 + 3333.33
10.00 3.00 211333.33 + 5206.83
11.00 1.00 9166.67 + 833.33
11.00 2.00 122333.33 + 9333.33
11.00 3.00 214000.00 + 6000.00
12.00 1.00 14166.67 + 833.33
12.00 2.00 139666.67 + 1452.97
12.00 3.00 223333.33 + 1666.67
13.00 1.00 19166.67 + 1666.67
13.00 2.00 153000.00 + 2081.67
13.00 3.00 214000.00 + 6000.00
14.00 1.00 20833.33 + 1666.67
14.00 2.00 160666.67 + 2962.73
14.00 3.00 205666.67 + 4702.25
15.00 1.00 25000.00 + 1443.38
15.00 2.00 145666.67 + 2333.33
15.00 3.00 199000.00 + 1000.00
16.00 1.00 19166.67 + 4639.80
16.00 2.00 135666.67 + 666.67
16.00 3.00 194333.33 + 2962.73
17.00 1.00 12500.00 + 2500.00
17.00 2.00 124666.67 + 1452.97
17.00 3.00 196000.00 + 577.35
18.00 1.00 16666.67 + 833.33
18.00 2.00 115666.67 + 2962.73
18.00 3.00 193666.67 + 3333.33




3.1.1.3 Fusiéon y cultivo de protoplastos de Rosa sp. y Petunia
nictaginiflora.

Se realizaron cuatro muestreos con el fin de evaluar la cantidad de
protoplastos fusionados mediante su exposicion al PEG, se obtuvo un total de
2.87 x 10° protoplastos fusionados, mediante un conte6 porcentual se obtuvo
74.78% protoplastos fuionados rosa — petunia, mientras que el restante
25.21% correspondi6 a protoplastos fusionados entre la misma especie,
relacién encontrada mediante pruebas de medida y coloracién, como se puede
observar en la Fig. 17, en el literal (a), se encuentra una fusion de protoplastos
entre la misma especie binucleados, (b) se puede observar protoplastos
fusionados de rosa — petunia medidos bajo micrometro, y finalmente en el
literal (c), encontramos protoplastos de rosa y petunia fusionados y evaluados

mediante coloracion.

Fig.17. Fusién de protoplastos, (a) fusion de protoplastos de petunia, (b) fusién de protoplastos de rosa — petunia

medidos con micrémetro; (c) protoplastos de rosa — petunia evaluados mediante coloracién.

Una vez que pasaron por el tratamiento de fusién con PEG se evaluaron dos
medios de cultivo para protoplastos, Murashige & Skoog y Murashige & Skoog

V220- G; en ambos medios los protoplastos se adaptaron formando colonias



hasta llegar al estadio de callos Fig. 18; los protoplastos en ambos medios de
cultivo presentaron a los dos dias la misma apariencia del momento en el que
fueron colocados en este con un diametro de 0.5 cm (a); a la primera semana
presentaron una expansion debido a que aumentaron su diametro de 0.82 cm;
los protoplastos empezaron a desarrollarse y crecer (b), apartir de la tercera
semana de desarrollo, los protoplastos empiezan a cambiar su coloracién
tornandose de color blanquesino transparente y presentan un diametro de 1.6
cm (c), y finalmente en la cuarta semana se encontr6 un callo de color verdoso

de 1.8 - 2 cm de diametro(d).

Fig. 18. Diferentes estadios de crecimiento de protoplastos en los medios de cultivo evaluados para su crecimiento. a)
Dos dias de crecimiento, b) Primera semana de crecimiento de protoplastos, c) Tercera semana de crecimiento de

protoplastos, d) microcallo de protoplastos fusionado.

3.1.1. 4. Desarrollo del cariotipo de Petunia nictaginiflora y Rosa sp.

En las metafases de petunia se determiné el nimero cromosémico de 2n
= 18 cromosomas, y se agruparon en cuatro grupos, como se puede observar

en la Fig. 19.



Grupo A: Un par de cromosomas metacéntricos grandes.
Grupo B: Tres pares de cromosomas submetacéntricos.
Grupo C: Dos pares de cromosomas metacéntricos medianos.

Grupo D: Tres pares de cromosomas telocéntricos.
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Fig. 19 Cariotipo de la petunia variedad Petunia nictaginiflora, nimero cromosémico 2n = 18

De igual manera, en los meristemos radiculares de la rosa se registro
metafases con 2n= 22 cromosomas distribuidos en cuatro grupos como se

observa en la Fig. 20.

Grupo A: Cinco pares de cromosomas submetaceéntricos grandes.
Grupo B: Un par de cromosomas metacéntricos grandes.
Grupo C: Cuatro pares de cromosomas submetacéntricos medianos.

Grupo D: Un par de cromosomas metacéntricos medianos.
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Fig. 20 Cariotipo de la rosa variedad Rosa sp., numero cromosémico 2n = 22



3.1.5 DISCUSION

En los experimentos realizados se observdé que el procedimiento
aplicado result6é satisfactorio para el aislamiento de protoplastos tanto de rosa
como de petunia dentro de la misma concentracion enzimatica (Celulasa 2.5%,
Macerozima y pectoliasa 0.5%), para lo que se evalué las enzimas en
diferentes concentraciones para tres tratamientos diferentes, T; (Celulasa 0.8%,
Macerozima y pectoliasa 0.05%), T, (Celulasa 1%, Macerozima y pectoliasa

0.5%) y finalmente T3 (Celulasa 2.5%, Macerozima y pectoliasa 0.5%).

El T3 (Celulasa 2.5%, Macerozima y pectoliasa 0.5%) fue el mas
eficiente debido a que se logré recuperar una mayor cantidad de protoplastos
aislados tanto para rosa (2.4 x 10° protoplastos x ml™") como para petunia (2.36
x 10° protoplastos x ml™); esta concentracién enzimatica fue tomada del trabajo
realizado por Werlemark (1999), el mismo que aislé protoplastos de rosa a

partir de hojas ex vitro bajo la misma concentracion enzimatica.

Con T; (Celulasa 0.8%, Macerozima y pectoliasa 0.05%) y T, (Celulasa
1%, Macerozima y pectoliasa 0.5), no se logré obtener una buena recuperacion
de protoplastos aislados debido a que estas concentraciones no permitieron
gue se produjera la digestiéon completa de la lamina media, que une las células
entre si, ni de las paredes de la mayoria de las células; esto fue evidente al

observar en el microscopio tejido con células intactas; al respecto



investigadores como Burger y Hackett (1982)*" sefialan que bajas

concentraciones enzimaticas no liberan el suficiente nUmero de protoplastos.

La recuperacion de protoplastos aislados de rosa (2.41 x 10°
protoplastos x ml™) y petunia (2.36 x 10° protoplastos x ml™), coinciden con el
trabajo realizado por Werlermark (1999) quien trabajé con rosa y Taguchi
(1993) con petunia, establecen que para lograr tener un buen rendimiento de
los protoplastos se requiere que exista una recuperacion de protoplastos
aislados esta en un orden de 2 x 10° protoplastos x ml™. Sin embargo, Schum
(2001) al trabajar con hojas de rosa in vitro, establece que para lograr tener un
buen rendimiento de los protoplastos se requiere que exista una recuperacion
de protoplastos aislados de 4 x 10° , lo que sugiere que uno de los aspectos

mas importantes en el aislamiento de protoplastos, es la fuente de obtencion.

Por otro lado, Werlermark trabajo con hojas de rosa y establecié un
tiempo de incubacion para el aislamiento de protoplastos de 19 horas, lo que a
diferencia de los resultados obtenidos para esta investigacion fue de 13 horas,
ambas investigaciones fueron llevadas a cabo bajo las mismas condiciones, lo
gue indica que en la investigacion se optimizé la recuperacion de protoplastos

aislados a partir de hojas de rosa.



En cuanto a los resultados obtenidos para el aislamiento de protoplastos
de hojas de petunia, Taguchi (1993) logré aislar protoplastos en dos horas de
exposicion enzimatica, a diferencia de los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se obtuvo protoplastos aislados a las 12 horas de exposicidén
enzimatica, esta diferencia se debe a que las condiciones enzimaticas fueron
diferentes, debido a queTaguchi (1993) emple6 un coctel enzimatico de

Celulasa 1% y Driselasa 1%.

Los protoplastos fusionados por accion del PEG, se los cultivé en MS
mas complejo vitaminico y MS enriquecido con V220, ambos medios de cultivo
resultaron adecuados para el desarrollo de callos debido a que se logro obtener
callos de cultivo en un tiempo de 30 dias, estos resultados fueron comparados
con el trabajo realizado por Werlermark (1999), el mismo que establece que el
tiempo Optimo de obtencion de callos debe estar dentro de un tiempo no mayor
a tres meses y Taguchi (1993) quien trabajé con protoplastos de petunia, el
tiempo de obtencidén de callos debe estar sobre un tiempo limite de un mes a

un mes y medio.

El medio de cultivo MS, fue tomado como referencia del trabajo
realizado por Taguchi (1993) para el cultivo de protoplastos de petunia,
Sakamoto (2000) y Schum (2001) quienes trabajaron con protoplastos de rosa,
establecieron condiciones de crecimiento en base a los componentes del medio

MS vy los suplementos que se le incorporaron, debido a estos resultados se



logré establecer el medio de cultivo para que los protoplastos fusionados de
rosa y petunia crezcan dentro del tiempo establecido por los autores antes

mencionados.



CONCLUSIONES

El grado de compatibilidad fue de 74.78% de fusion de protoplastos entre
rosa y petunia, lo que demuestra que las barreras de incompatibilidad se
eliminan totalmente y es posible fusionar material genético emparentado y

no emparentado.

El T; a base de Celulasa 2.5%, Macerozima y Pectoliasa 0.5%, fue el
mas adecuado para digerir la pared celular y obtener protoplatos viables,
permitiendo mejor eficiencia y mayor rendimiento en la obtencion de
protoplastos a partir de meséfilo hojas ya que se obtuvieron 2.36 x 10°

protoplastos x mi™ para petunia y 2.41 x 10° protoplastos x ml™ para rosa.

El MS mas complejo vitaminico y MS enriquecido con V220 resultaron
adecuados para la diferenciacion de protoplastos en callos, con temperatura

constante de 24°C y por un tiempo de 30 dias.

El ndmero cromosémico para la petunia fue de 2n = 18 cromosomas, y

el de rosa 2n = 22 cromosomas.



RECOMENDACIONES

Debido a que la hibridacion interespecifica no tiene barreras de
incompatibilidad celular, se recomienda emplear la técnica de fusion de
protoplastos para lograr obtener hibridos de especies filogenéticamente

distanciadas.

Se recomienda utilizar material vegetal in vitro para obtener una mayor
cantidad de protoplastos ya que este material es herbaceo y de él se puede

aislar con mayor eficiencia las células vegetales.

Las plantas desarrolladas en invernadero deben ser jovenes, pues en
esta etapa de crecimiento del tejido es mucho mas facil una liberaciéon y

recuperacion de protoplastos.

Desinfectar las hojas en una solucién de jabén liquido ( 20 gotas x 1™,
luego en una solucion de Yodo, posteriormente en una solucién de benlate y
Bankit Co., y lavar las hojas con agua destilada esteril (ADE) y finalmente una

desinfeccidon con NaOCI al 2%.

Es conveniente controlar el potencial isoosmético del medio de
aislamiento, pues esto evitara que las células se encuentren en un medio hiper

o hipotonico, el mismo que dafiara por completo el material vegetal.



Para el aislamientos de protoplastos de petunia, se recomienda utilizar
una concentracion enzimatica de Celulasa 1% + Driselasa 1%, debido a que
este coctel enziméatico optimiza el tiempo de recuperacion de protoplastos

aislados a partir de hojas.

Se recomienda utlizar MS V220 para abaratar costos y obtener

resultados similares a los de MS enriquecidos con vitaminas.
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A N E X O S



Anexo 1. Composicion de medio de cultivo Murashige & Skoog 1962 para

cultivo de protoplastos de Rosa sp., y Petunia nictaginiflora.

Composicién de Macro nutrientes

KNO3 1990 mg/I
NH4 NO3 1250 mg/I
CaCl,*2H,0 440 mg/I
MgSO4*7H,0 370 mg/l
KH,PO4 170 mgl/l

Composicion de Micro nutrientes

MnSO4*4H,0 22306 pg/l
ZnSO4*7H,0 8627 g/l
HsBO3 6184 pgll

KI 880.1 pg/l
CuS0.4*5H,0 27.97 gl
Na;Mo0O,4*2H,0 291.9 g/l
Na,EDTA*2H,0 7225 pg/l
FeSO4*7H,0 7803 pngl/l

Composicion de Vitaminas

Inositol 59.1 mg
Tiamina HCI 301.2 pl /I
Acido Nicotinico 472.4 ul /|

Piridoxina HCI 584.1 ul /I




Anexo 2. Composicion del medio Murashige & Skoog V220 - gpara cultivo de

protoplastos obtenidos de Rosa sp., y Petunia nictaginiflora

Composicion de Macro nutrientes

KNO3 30 mg/I
NaNOs; 1100 mg/I
Ca(NO3),*4H,0 200 mg/|
MgSO,*7H,0 760 mg/l
KCI 1020 mg/I
NaH,PO4*H,0 300 mg/I

(NH4)2S0, 60 mg/l

Composicion de Micro nutrientes

MnSO4*4H;0 1060 pgl/l
ZnSO4*7H,0 200 pg/!
H3BO3 200 pg/!
KI 30 pgll
CuSO4*5H,0 20 pgll
HzM004*H0 400 pgll
CoCl;*6H,0 80 ugll
FeSO4*7H,0 8900 pg/l

Composiciéon de Vitaminas

V220 - G

500 pl /1




Anexo 3. Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill) para datos

recolectados para Petunia nictaginiflora.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,00E+23| 53| 18906050198.00 584.64| <0.0001
ENZIMAS 528374929012.00f 2|264187464506.00[8169.58 <0.0001
Tiempo 320887549383.00, 17| 18875738199.00] 583.70, <0.0001
ENZIMAS*Tiempo | 152758182099.00 34| 4492887708.79 138.94) <0.0001
Error 3492500000.00| 108 32337962.96
Total 1,01E+23 161




Anexo 4. Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo Ill) para datos

recolectados para Rosa sp.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 929284234568.00 53(17533664803.20 |354.86 [<0.0001
ENZIMA 561973049383.00 2|280986524691.00(5686.78 |<0.0001
Tiempo 241946401235.00 17|14232141249.10 |288.04 |<0.0001
ENZIMA*Tiempo |125364783951.00 34| 3687199527.96 | 74.62 [<0.0001

Error

5336333333.33

108

49410493.83

Total

934620567901.00

161




Anexo 5

TECNICAS DE CONTAJE CELULAR

Una suspension celular se caracteriza por presentar un nimero de particulas
microscopicas dispersas en un fluido. Habitualmente sera necesario determinar
tanto la densidad de las células en la suspension como el porcentaje de éstas

gue son viables.

Para determinar la densidad de las células se emplean diferentes técnicas,
desde la relativamente simple camara de contaje celular de la que existen
numerosas variantes, entre ellas la que empleamos (camara de Neubauer),
hasta equipos automaticos de contaje celular como el "Cell Coulter" de la

empresa Beckman-Coulter.

El principio del contador celular se basa en la medida de los cambios en la
resistencia eléctrica que se producen cuando una particula no conductora en
suspension en un electrolito atraviesa un pequefio orificio. Como se puede ver
en el esquema, una pequefia abertura entre los electrodos es la zona sensible
a través de la que pasan las particulas que se encuentran en suspension.
Cuando una particula atraviesa el orificio desplaza su propio volumen de
electrolito. El volumen desplazado es medido como un pulso de voltaje. La
altura de cada pulso es proporcional al volumen de la particula. controlando la
cantidad de la suspension que circula a través del orificio es posible contar y
medir el tamafio de las particulas. Es posible contar y medir varios miles de

particulas por segundo, independientemente de su forma, color y densidad.



En la unidad de Citometria de flujo y Microscopia Confocal de los Servicios
Cientifico-Técnicos de la Universidad de Barcelona se dispone de contadores

celulares.

Sin embargo, es posible determinar la densidad celular empleando métodos
mas sencillos. Nos basta con una camara de contaje celular, por ej. la camara
de Neubauer, y un microscopio. Una camara de contaje celular es un
dispositivo en el que se coloca una muestra de la suspension a medir. El
dispositivo presenta unas sefiales que determinan un volumen conocido (x
microlitros). Al contar bajo el microscopio el nUmero de particulas presentes en
ese volumen se puede determinar la densidad de particulas en la suspension

de origen.

La camara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio de
campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una
depresion en el centro, en el fondo de la cual se ha marcado con la ayuda de
un diamante una cuadricula como la que se ve en la imagen. Es un cuadrado
de 3 x 3 mm, con una separacion entre dos lineas consecutivas de 0.25 mm.
Asi pues el area sombreada y marcada L corresponde a 1 milimetro cuadrado.
La depresion central del cubreobjetos estd hundida 0.1 mm respecto a la

superficie, de forma que cuando se cubre con un cubreobjetos éste dista de la



superficie marcada 0.1 milimetro, y el volumen comprendido entre la superficie

L y el cubreobjetos es de 0.1 milimetro cubico, es decir 0.1 microlitro.
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Si contamos las cuatro areas sombreada (L) observando un total de x células

entre las cuatro areas, la concentracion en la suspension celular sera :
concentracion en la suspension (células / mL) = 10000 (x/4)

En la imagen puedes observar el aspecto de una de las regiones marcadas
como L y que en el microscopio se ven como una cuadricula de 16 pequefios
cuadrados de 0.25 milimetros de lado. Esta imagen ha sido tomada empleando

un microscopio invertido de contraste de fases.



Existen numerosos modelos de camaras de contaje celular adaptadas a su uso
en microscopia. En la imagen puedes observar una camara de Neubauer
doble, como las que usas en el laboratorio de practicas. Para determinar la
viabilidad celular se emplean diferentes métodos. El mas comin es el de
tinciéon con azul tripan. El azul tripan es un coloide que se introduce en el
interior de las células que presentan roturas en la membrana. Asi pues las
células que aparecen en la imagen, claramente de color azul, son consideradas
no viables. Asimilar células blancas, por exclusion, a células viables es un error
pues por este método se sobrevalora la viabilidad de las células en la
suspension, determinando como inviables solo aquellas con la membrana rota.
Existen otros métodos de determinacion de la viabilidad celular como el mas

preciso de la tincidn con ioduro de propidio.




Anexo 6

CONTENIDO NUTRICIONAL E INGREDIENTES DE V220 - G

TU AL MAXIMO

INGREDIENTES: Agua carbonatada, azuc

ar,

dextrosa, acido citrico, citrato de sodio, taurina,
cafeina, riboflavina (vitamina B2), nicotinamida
(vitamina B83), acido pantoténige (vitamina B5),
piridoxina HCI wtta'miha B6), cobalamina-siamina
B12), sabor energy drink, color caram
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