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RESUMEN
El arandano (Vaccinium corymbosum Linnaeus) es un arbusto frutal con un gran contenido de
antioxidantes, en los ultimos afos se ha posicionado como un cultivo de interés econémico para
el pais. Sin embargo, la produccidn nacional solo cubre la demanda interna, por tanto, es
importante desarrollar investigaciones que contribuyan al incremento del rendimiento
productivo de esta baya. El aislamiento y cultivo de protoplastos es un enfoque que puede ser
utilizado para producir hibridos de alta produccidn, resistentes a enfermedades y adaptados a
las condiciones ambientales del Ecuador. En primer lugar, se estandarizé un protocolo para la
desinfeccién de los explantes que consistio en detergente al 2%, etanol al 70%, 4mL/L de SKUL-
27° e hipoclorito de sodio al 3%, obteniendo valores de contaminacién menores al 10% y
oxidaciéon menor al 8%. Ademas, se establecid un protocolo para el aislamiento de protoplastos
aplicando una solucién enzimatica con 1% de celulasa, 1.5% de macerozima y 0.3% de pectinasa
a un tiempo de incubacidn de 28 horas, dando como resultado 5.95x10* protoplastos por peso
fresco de material vegetal. Finalmente, se realizd un analisis bibliografico de investigaciones
anteriores sobre las condiciones de purificacidn y cultivo de protoplastos; los trabajos escogidos

fueron del orden de los Ericales y otras especies frutales y lefiosas con valor econdmica.

Palabras clave:

ARANDANO

PROTOPLASTOS

AISLAMIENTO

PURIFICACION
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ABSTRACT

The blueberry (Vaccinium corymbosum Linnaeus) is a fruit shrub with a high content of
antioxidants, in recent years it has positioned itself as a crop of economic interest for the
country. However, national production only covers internal demand, therefore, it is important to
develop research that contributes to increasing the productive yield of this berry. The isolation
and culture of protoplasts is an approach that can be used to produce hybrids of high
production, disease resistance, and adapted to the environmental conditions of Ecuador. First, a
protocol for disinfection of the explants was standardized that consisted of 2% detergent, 70%
ethanol, 4mL/L of SKUL-27®, and 3% sodium hypochlorite, obtaining contamination values lower
than 10% and oxidation less than 8%. In addition, a protocol was established for the isolation of
protoplasts by applying an enzymatic solution with 1% cellulase, 1.5% macerozyme, and 0.3%
pectinase at an incubation time of 28 hours, resulting in 5.95x104 protoplasts per fresh weight
of vegetal material. Finally, a bibliographic analysis of previous research on the purification and
culture conditions of protoplasts was achieved; the chosen scientific articles were from the

Ericales family and other woody species with economic value.

Keywords:

e BLUEBERRY

e PROTOPLASTS

e [SOLATION

e PURIFICATION



LISTADO DE ABREVIATURAS

% P/V: Porcentaje en peso sobre volumen.

% V/V: Porcentaje en volumen sobre volumen.

2iP: 2-isopenteniladenina.

g: gramos.

L: litros.

WPM: Woody Plant Medium.

m. s. n. m.: metros sobre el nivel del mar.

pm: micrometros.

rpm: revoluciones por minuto.

Pp: protoplastos.

gFW: gramo de peso fresco.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Antecedentes

El fruto del arandano (Vaccinium corymbosum Linnaeus) es altamente consumido a nivel
mundial, debido a que ha despertado interés por sus cualidades nutricionales y sus
caracteristicas organolépticas agradables (Anticona et al., 2016). Estas bayas son una fuente rica
de antioxidantes como antocianinas, flavonoides y flavonoles asociados a la eliminacién de
radicales libres (Veberic et al., 2015), asi como compuestos fenélicos y acidos organicos con
actividad antimicrobiana como acido benzoico y antocianinas (Jiménez-Bonilla & Abdelnour-

Esquivel, 2018).

Estados Unidos, el principal consumidor, productor, importador y exportador de
arandano en el mundo, tiene un mercado con un ndmero de consumidores mayor a 275
millones, con un consumo per capita de aproximadamente 260 gramos del fruto fresco por afio
(Baldomero et al., 2017). En 2017, junto con Canada abarcaron el 58% de la produccién global,
seguido por Sudamérica con el 26% y Europa con el 10% (Romo et al., 2019). Respecto a
Sudamérica, Chile y Peru son los productores mas grandes de la regién, siendo Peru el principal
exportador con 72583 toneladas en 2018, lo que generd ingresos en el pais por 548104 millones

de délares (Martin & Senador, 2019).

A nivel nacional, la actividad productiva se inicié en el afio 2015 con plantas de la
variedad Biloxi traidas desde Estados Unidos y su comercializacién se enfoca al consumo interno
(Egas, 2018), las areas de cultivo estan distribuidas en varias provincias, encontrandose

plantaciones en Azuay, Tungurahua, Chimborazo, Pichincha, Cotopaxi, Imbabura y Carchi (Egas,



19
2018; El Heraldo, 2020). Sin embargo, gracias a las caracteristicas climaticas de la sierra
ecuatoriana que favorecen cosechas constantes durante todo el aio, se espera que
proximamente la produccién alcance niveles de exportacién (Chavez, 2019). Para ello es
importante mejorar esta especie, consiguiendo variedades con resistencia a plagas y

enfermedades y que se adapten a los suelos del Ecuador.

Los protoplastos representan un sistema unicelular y son Utiles para realizar estudios
fisiolégicos y bioquimicos, ademas de ser aplicados en programas de mejoramiento genético de
especies de interés (Sahab et al., 2019). Estos se obtienen por digestién enzimatica de la pared
celular, de modo que la membrana de la célula queda expuesta convirtiendo al protoplasto en
un objetivo para hibridacion o fusién somatica con el fin de generar nuevas combinaciones
(Abomohra et al., 2016). Por ello, con el presente proyecto se pretende aportar al mejoramiento
del cultivo de arandano en el pais, empleando técnicas de cultivo in vitro y una revisién

bibliografica exhaustiva para la obtencién de protoplastos a partir de mesdfilo.

Justificacion

En el Ecuador, el arandano (Vaccinium corymbosum L.) es un fruto no tradicional que ha
tenido una creciente demanda a partir del afio 2015 y se ha establecido como un cultivo
altamente rentable con un buen retorno de la inversidon a largo plazo (Chavez, 2019). Si bien las
condiciones para su crecimiento y desarrollo en el territorio ecuatoriano se contindan
clarificando, existen caracteristicas ambientales que ofrecen una gran oportunidad para su

cultivo, como una temperatura cdlida en el dia y fria en la noche, asi como una alta incidencia de



20
radiacion solar UV que contribuye a la produccién de azucares en el fruto, mejorando sus

caracteristicas organolépticas (Cortés et al., 2016).

El arandano se considera una especie arbustiva resistente, de rapido crecimiento y gran
rendimiento productivo. No obstante, pueden presentarse varias plagas y enfermedades que
alteran su desarrollo normal, disminuyen su ciclo de produccidn e influyen en la cantidad y
calidad de la cosecha (Becerra et al., 2017). Las plagas del arandano incluyen insectos
succionadores como Pseudococcus viburni, Hemiberlesia rapax y Saissetia coffeae, ademas
pulgones (Aphis gossypi), escarabajos (Pantomorus cervinus) y cuncunillas (Copitarsia decolora)

(Defrancesco et al., 2018).

Una estrategia con gran potencial para la obtencién de plantas con resistencia a plagas y
enfermedades es la obtencién de cibridos e hibridos somaticos mediante fusién de protoplastos
de diferentes variedades o especies. De acuerdo con Davey et al. (2010), los protoplastos
vegetales proporcionan el material base para la realizacidon de experimentos que permiten
mejorar genéticamente las plantas, un ejemplo es el método de hibridacidon somatica que
combina células somaticas de diferentes especies, dando como resultado la generacion de un
nuevo germoplasma que sirva como fuente de plantas novedosas con caracteristicas deseadas

para diferentes tipos de cruces (Grosser et al., 2010).

Objetivos
Objetivo general
Establecer un protocolo para el aislamiento y purificacion de protoplastos de hoja in

vitro de arandano (Vaccinium corymbosum L.) variedad Biloxi.



21
Objetivos especificos
Inducir la formacién de brotes de arandano (Vaccinium corymbosum L.) in vitro a partir

de segmentos nodales.

Estandarizar un protocolo para el aislamiento de protoplastos de ardndano (Vaccinium

corymbosum L.) a partir de hojas utilizando técnicas de cultivo in vitro y andlisis bibliografico.

Analizar los protocolos para la purificacién de protoplastos de arandano (Vaccinium

corymbosum L.) in vitro, con base en la revision bibliografica.
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CAPITULO 2: MARCO REFERENCIAL

Género Vaccinium L.

Generalidades
Las plantas del género Vaccinium L. pertenecen a la familia de las Ericaceas y consta de
aproximadamente 450 especies que se distribuyen ampliamente a lo largo del hemisferio norte
y en las montafias de Asia tropical y América central y del sur, incluso algunas especies
endémicas fueron encontradas en Africa y Madagascar (Hurkova et al., 2019; Song & Hancock,
2011). Sus frutos son bayas de semillas numerosas conocidas como ‘berries’ y presentan un alto
contenido de polifenoles que influyen en el color, astringencia y la duraciéon de las frutas frescas

(Liu et al., 2019).

Las especies mas distribuidas del género son los frutos denominados cranberries
(Vaccinium macrocarpon), lingonberries (Vaccinium vitis-idaea) y arandanos (Vaccinium
corymbosum L.y Vaccinium myrtillus), estas bayas son apetecidas debido a su actividad
antioxidante, cardioprotectora, antimicrobiana y su potencial para la prevenciéon del cancer
(Pervin et al., 2013). También se las ha utilizado en medicina tradicional para evitar el desarrollo

de la diabetes, fibrosis, obesidad y enfermedades autoinmunes (Pires et al., 2020).

Los arandanos son el cultivo mas popular del género Vaccinium L. y los arandanos
comerciales se subclasifican en tres tipos: highbush (V. corymbosum L.), rabbiteye (V. ashei) y
lowbush (V. angustifolium y V. myrtilloides). Estas especies son arbustos de copa y cominmente

alcanzan una altura de 1,8 a 2,5 metros (Shi et al., 2007).
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Arandano o blueberry (Vaccinium corymbosum L.)
Clasificacion taxonémica
Inicialmente Vaccinium corymbosum L., fue descrito por Linneo en 1753 con material
vegetal colectado en Norteamérica. Sin embargo, la clasificacion final de la especie fue expuesta

por Kloet en 1980. En la Tabla 1 se describe la taxonomia del arandano.

Tabla 1.

Clasificacion taxondmica de Vaccinium corymbosum L.

Categoria Taxoén

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Superdivision Spermatophyta

Divisidn Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Dilleniidae

Orden Ericales

Familia Ericaceae

Género Vaccinium Linnaeus

Especie Vaccinium corymbosum
Linnaeus

Nota. Datos tomados de (Kloet, 1980; USDA, 2020)

Origen y distribucién
El arandano (Vaccinium corymbosum L.) es una especie originaria del este de América
del Norte, crecia principalmente en Estados Unidos en los estados de Nueva Jersey, Michigan,
Illinois, Indiana e inclusive Quebec en Canada (Rubio et al., 2018). Durante cientos de afios estos
frutos fueron cosechados de las plantas silvestres por indigenas americanos, quienes los
utilizaban para el tratamiento de enfermedades basandose en los saberes ancestrales

transmitidos de generacién en generacién (Ballington, 2001; Moerman, 1998).
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Ainicios del siglo XIX se comenzaron a domesticar algunas variedades de arandano alto
o ‘highbush’ (V. corymbosum L.), las plantas fueron trasplantadas en campos ubicados en Florida
y Nueva Inglaterra (Kole, 2011). Posteriormente en 1990, el arandano alto se cultivaba en 10
paises, mds adelante la popularidad del fruto se incrementd gracias a sus cualidades
nutricionales y para el afo 2011 fueron 27 los paises que lograron su cultivo comercial,

principalmente en zonas templadas (Michalska & tysiak, 2015).

En la actualidad, se considera practicamente cosmopolita ya que su drea de cultivo se
ha expandido ampliamente gracias al mejoramiento de cultivares, teniendo mayor resistencia al
estrés radiactivo y siendo necesarias menos horas de frio para acoplarse a regiones mas cdlidas
(Retamales & Hancock, 2018). Los cultivares de arandano alto representan mas del 80% de los
cultivos, seguida por el arandano ojo de conejo o ‘rabbideye’ (V. ashei) con un porcentaje

aproximado del 14% (Becerra et al., 2017).

Caracteristicas morfoldgicas
Son arbustos longevos pequefios que llegan a medir de 20 a 40 centimetros de altura,
aunque existen variedades con mayor altura. Los tallos crecen desde la base con ramas
abundantes, las hojas son simples y alternas, tienen forma ovalada con bordes aserrados y
presentan peciolos pequefios. Las flores tienen la corola blanca y se sitlan en racimos axilares o

terminales (Baldomero et al., 2017; Gordd, 2011; Rubio et al., 2018).

Su sistema radical se caracteriza por tener un aspecto fibroso, las raices se distribuyen
por la superficie del suelo a 50 centimetros de profundidad, son largas, finas y muy ramificadas

(Gordo, 2011; Rebolledo, 2013). Su fruto mide de 1 a 3 centimetros de diametro y alberga varias
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semillas en su interior, se caracteriza por ser de color azul en la madurez. La epidermis del fruto
estd cubierta por una capa cerosa fina que juega el rol de proteger contra factores externos

como insectos o bacterias (Michalska & tysiak, 2015; Rubio et al., 2018).

Propiedades nutritivas y medicinales
Los arandanos (Vaccinium corymbosum L.) son considerados alimentos de calidad
debido a sus caracteristicas nutricionales como su bajo valor calérico, alto contenido de fibray
son fuente de vitamina C, hierro, potasio y calcio (Jiménez & Abdelnour, 2013). Las

caracteristicas nutricionales del fruto se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2.

Valor nutricional del aréndano (Vaccinium corymbosum L.)

Componente Cantidad en 100 g
Carbohidratos 14,49 g
Fibra 2,4g
Proteina 0,74 g
Vitamina C 9,7 mg
Potasio 77 mg
Fosforo 12 mg
Calcio 6 mg
B-Caroteno 32 ug

Nota. Tomado de (U.S. Departament of Agriculture, 2021)

Ademas, estas bayas también tienen una gran cantidad de fitonutrientes como
resveratrol, antocianinas, taninos y otros compuestos fendlicos con alta actividad antioxidante,
cuyo consumo esta relacionado con la prevencion de enfermedades cronicas como el cancery

problemas cardiacos (Lyons et al., 2003; Yang et al., 2001).
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Cultivares
De acuerdo con Retamales & Hancock (2018), los cultivares del arandano alto o

‘highbush’ se clasifican en:

- “Northern highbush”: variedades que han sido mejoradas buscando un mayor
rendimiento en zonas de bajas temperaturas, tienen un mayor requerimiento de

horas frio. Ejemplos: Bluetta, Elliot, Jersey, Berkeley, Duke.

- “Southern highbush”: variedades que se han mejorado para adaptarse a zonas
templadas y climas mas tropicales, requieren menos horas frio. Ejemplos: Biloxi,

Misty, Jewel, Emerald, Star.

Variedad Biloxi

La variedad Biloxi es una planta de produccidn temprana que presenta un crecimiento
erecto y denso, es muy vigorosa y productiva. Sus bayas tienen un tamaifio mediano, color azul
vibrante y un alto nivel de grados “Brix”, cualidad que incide en un dulce sabor (Baldomero et
al., 2017). Requiere al menos 400 horas de frio, con una temperatura minima de 7°C, éptima de

16°C a 20°C y maxima de 30°C (Retamales & Hancock, 2018).

Fue desarrollada por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) en los
estados de Maryland y Misisipi, con la idea de conseguir una variedad que resista las
condiciones climaticas del sur de su pais y extender su cultivo comercial. Se realizaron cruces

entre varias especies del género Vaccinium: V.corymbosum L., V. angustifolium, V. asheiy V.



27

darrowii, para otorgarle un menor requerimiento de horas de frio. Se lanzé para la produccion

en 1998 en el sureste de Estados Unidos (San Martin, 2013; Spiers et al., 2002).

A partir del afo 2015, los productores ecuatorianos incursionaron en el cultivo de
arandano, teniendo mayor aceptacion la variedad Biloxi, gracias a su adaptabilidad al climay
suelo de la regién y también por su alto rendimiento productivo (Egas, 2018). Adicionalmente en
2021, se inicid la ejecucidn de un proyecto para producir ardndanos en la provincia de

Tungurahua, para ello se sembraron 660 plantas de la variedad Biloxi y Emerald (La Hora, 2021).

Cultivo de tejidos vegetales in vitro

Aspectos generales
El cultivo de tejidos vegetales in vitro es un conjunto de técnicas que utiliza células,
tejidos u drganos de plantas con el fin de micropropagar o regenerar plantas enteras
garantizando la asepsia, bajo condiciones nutricionales y ambientales controladas (lliev et al.,
2010). Entre estas condiciones se incluyen: componentes del medio de cultivo (nutrientes,
reguladores de crecimiento, agentes gelificantes), pH, temperatura ambiental, humedad y

luminosidad (Coleman et al., 2003).

Esta técnica se fundamenta en el principio de totipotencia de las células vegetales, que
se refiere a la capacidad de las células para dividirse en células diferenciadas que pueden
regenerar un tejido o una planta completa bajo condiciones de cultivo controladas (Sharry et al.,

2020).
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Representa un sistema experimental ampliamente utilizado para estudios de genética
vegetal, mecanismos de reguladores de crecimiento y procesos fisioldgicos y bioquimicos
implicitos en el desarrollo de las plantas (Suarez, 2020). Asimismo, tiene varias aplicaciones
practicas en la agricultura con la clonacion de plantas élite, en fitoquimica industrial con la
obtencién de biomoléculas de alto valor empleando biorreactores y en ingenieria genética con

la transformacidn de especies de interés (Neumann et al., 2020).

Medio de cultivo
El medio de cultivo es vital para el cultivo in vitro de tejidos ya que provee la matriz de
soporte fisico para que pueda desarrollarse el explante, manteniendo un contacto directo con
los nutrientes del medio y facilitando el intercambio gaseoso (Coleman et al., 2003). Los
componentes del medio de cultivo reflejan los requerimientos de la planta y generalmente
estan constituidos por: nutrimentos minerales (micro y macronutrientes), compuestos
organicos, reguladores de crecimiento y agente gelificante (Suarez, 2020). Un medio de cultivo

Optimo debe ser formulado en base al conocimiento profundo del material vegetal de interés.

Hoy en dia existen varias formulaciones basales para los medios de cultivo, entre las
mas utilizadas estan: el medio de Murashige y Skoog (MS), el medio B5 de Gamborg, el medio
para plantas lefiosas (WPM) y el medio para plantas lefiosas de Driver y Kuniyuki (DKW). Cada
formulacion tiene aplicaciones para promover diferentes respuestas en el desarrollo de la planta
(Phillips & Garda, 2019). Estos sistemas suelen mantenerse bajo condiciones estériles, de lo
contrario la proliferacidon de microorganismos en el medio de cultivo puede causar la pérdida del

material vegetal cultivado (Neumann et al., 2020).
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Reguladores de crecimiento

La adicion de fitohormonas o reguladores de crecimiento en el medio de cultivo permite
favorecer los procesos inmersos en el desarrollo de las plantas, como el crecimiento de brotes o
raices, la germinacidn, la aparicién de callo o la produccién de ciertos metabolitos secundarios
(Sharry et al., 2020). Por lo general, los explantes tienen la capacidad de producir las cantidades
suficientes de fitohormonas para sus procesos, lo que se hace necesario complementar con
fuentes externas (Suarez, 2020). De acuerdo a su funcidn, los reguladores de crecimiento se

clasifican en auxinas, citoquininas, giberelinas, brasinoesteroides, el acido abscisico y el etileno.

Citoquininas

Estos reguladores de crecimiento son derivados de la adenina y se encargan de
interrumpir la dominancia apical, retrasar la senescencia de hojas, frenar el envejecimiento
celular y actuar junto con las auxinas en el control de los procesos de crecimiento y desarrollo
de la planta (Coleman et al., 2003). En estado natural, la planta tiene la capacidad de producir
zeatina (ZEA) y 2-isopentenil adenina (2iP). Ademds, comercialmente se pueden encontrar
citoquininas sintetizadas quimicamente como la 6-benciladenina (6-BAP), la kinetina (KIN) y el

tidiazuron (TDZ) (Sharry et al., 2020).

6-bencilaminopurina (6-BAP)
Es un regulador de crecimiento sintético, tiene mds potencia que las citoquininas
naturales enddgenas y en el cultivo de tejidos in vitro es el compuesto mas ampliamente

utilizado ya que favorece la organogénesis y la multiplicacion de meristemos (Suarez, 2020). Esta
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fitohormona fue sintetizada por primera vez por el fisiélogo vegetal Folke Skoog en la década de

1950, quién evalud su papel en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Amasino, 2005).

Desinfeccidn del material vegetal
La desinfeccion de los explantes antes del cultivo in vitro es un paso primordial para
eliminar los contaminantes presentes en la superficie, como bacterias y esporas de hongos, pero
se debe evitar causar dafos en el tejido (lliev et al., 2010). Los desinfectantes utilizados incluyen
hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio, cloruro benzalconio, peréxido de hidrégeno, cloruro

de mercurio y etanol (Sharry et al., 2020).

No es posible generalizar sobre el uso de un tipo de desinfectante y su concentracion, ya
que es diferente para cada especie y cada tipo de tejido, por ello se debe experimentar con
diferentes protocolos en base a un andlisis bibliografico, usando un numero de explantes

reducido (Abdelnour & Escalant, 2004).

Establecimiento de brotes
El balance auxina-citoquinina juega un rol importante para la proliferacion de brotes, ya
gue las altas concentraciones de citoquininas en el explante favorecen la interrupcion de la

dominancia apical e incrementan la tasa de proliferacién de yemas axilares (Suarez, 2020).

En el caso del cultivo in vitro de arandano (Vaccinium corymbosum L.), estudios previos
han identificado los reguladores de crecimiento y su concentracién para obtener los mejores
resultados en la induccién de brotes. De acuerdo con Abdelnour & Jiménez (2016), la adicidn de

citoquininas en bajas concentraciones al medio de cultivo induce una mayor tasa de formacion
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de brotes y un aumento en la cantidad de las hojas. Diferentes estudios recomiendan el uso de
6-BAP, 2iP y zeatina en diferentes concentraciones (Brenes et al., 2015; A. Castro, 2016; Gobmez

& Esquivel, 2013).

Protoplastos vegetales
Aspectos generales
Los protoplastos se definen como células vegetales desnudas a las que se les ha retirado
la pared celular por técnicas mecdnicas o enzimaticas y estan rodeados Unicamente por la
membrana plasmdtica (Szabados, 1991). Estas células son totipotentes, por tanto, tienen la
capacidad de regenerar la pared celular, crecer y multiplicarse, pudiendo ser cultivadas para dar
origen a miles de células, tejidos y drganos, hasta regenerar una plantas en condiciones éptimas

(Chakraborty, 2016).

Los protoplastos se pueden obtener a partir de plantas cultivadas in vitro o ex vitro, el
material vegetal inicial puede ser muy variado incluyendo: raiz, hoja, cladodios, tallo, frutos,
coledptilos, microsporas, tubos polinicos e incluso callo y suspensiones celulares (Gamborg,
2002). Sin embargo, se ha demostrado que el mesofilo foliar de plantas establecidas in vitro

tiene un mejor rendimiento a la hora de obtener protoplastos viables (Ortega et al., 2017).

Aplicaciones
El cultivo de protoplastos no es Util para la micropropagacion de plantas debido a su
baja eficiencia y la variacion somaclonal de las plantas regeneradas, esto ocurre porque se
necesitan procesos de organogénesis indirecta o embriogénesis indirecta, pasos que involucran

un alto riesgo de variacidn genética (Suarez, 2020). Sin embargo, proporcionan el material
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experimental de partida para realizar investigaciones de caracter genético, fisioldgico, biofisico y

bioquimico (Davey et al., 2010).

La fusién de protoplastos permite la unién de células de especies vegetales diferentes
por hibridacidon somdtica o cibridacion, facilitando procedimientos de transformacién genética
gue no serian posibles con células intactas (Coleman et al., 2003). Con este proceso se logra que
los genomas se combinen evitando las limitaciones de incompatibilidad sexual naturales para

producir hibridos somaticos (Aoyagi, 2011).

También se han utilizado los protoplastos para determinar cudles son los genes
reguladores asociados a la produccidon de metabolitos secundarios. Asimismo, pueden ser Utiles
para la obtencion de ciertos fitoquimicos, ya que en ausencia de la pared celular estos se liberan
facilmente en el medio de cultivo, brindando un aumento en la productividad y facilitando la

purificacion del producto en pasos posteriores (Saranya et al., 2020).

En el area de la fitopatologia, el uso de protoplastos ha contribuido al estudio de la
etiologia de los virus, esclareciendo los procesos infectivos y de replicacidon dentro de la célula.
Ademas, se han realizado investigaciones sobre el comportamiento y especificidad de hongos y
bacterias patégenas y se ha logrado la obtencion de nuevas variedades con resistencia a

enfermedades (Ortega et al., 2017).

Aislamiento de protoplastos a partir de hoja
Durante el aislamiento de protoplastos es importante considerar factores como la

concentracion de las enzimas y el tiempo de incubacién necesario para disolver la pared celular
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sin llegar a explotar las células. Ademas, la edad fisioldgica del material vegetal afecta el
rendimiento y la viabilidad de los protoplastos aislados, por ello se recomienda utilizar hojas
jovenes que presenten una lamina foliar expandida (Szabados, 1991). Por otro lado, el uso de
material vegetal establecido in vitro ofrece una clara ventaja ya que se encuentra libre de

contaminacidn y los parametros ambientales se pueden controlar (Power & Davey, 1990).

La pared celular vegetal se compone principalmente de celulosa, hemicelulosa y
pectinas. De acuerdo con estos componentes, la eliminacion de la pared se puede dar con una
solucion enzimatica que contenga celulasa (aislada a partir de Trichoderma reesei y T. viride) que
digiere las capas de celulosa y hemicelulosa y pectinasa (aislada de Rhizopus ssp) que degrada la

pectina (Suarez, 2020).

Purificacion de protoplastos
La purificacidn de protoplastos un proceso en el cual se separan los protoplastos de las
enzimas para evitar la degradacion de los mismos y se filtran los restos de tejido vegetal que
lograron ser digeridos y se suspenden en un medio de cultivo liquido con reguladores de presién

osmotica (Coleman et al., 2003).

La purificacion involucra el paso de la solucién digerida a través de una malla metalica
con un tamafio de poro adecuado para evitar la fuga de protoplastos y remover Unicamente el
material vegetal sin digerir y luego se centrifuga el liquido resultante para separar el pellet. Los
protoplastos contenidos alli son trasladados a una nueva solucién con el mismo potencial

osmético que la solucién enzimatica (Liu, 2005). Por ultimo, se cuantifica la cantidad de
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protoplastos purificados por mililitro de solucién, observando en el microscopio con la ayuda de

un hemocitémetro.

Cultivo de protoplastos
Existen multiples medios de cultivo para el cultivo de protoplastos, de acuerdo a las
necesidades nutricionales que se requieran. El objetivo de esta fase es inducir la regeneracién

de la pared celular y promover la mitosis para generar microcallo (Davey et al., 2010).

El éxito del cultivo de protoplastos depende de la composicién del medio de cultivo, ya
que los protoplastos aislados son fragiles y susceptibles a cualquier variacion osmatica.
Mantener una adecuada presién osmoética en el medio puede prevenir la lisis o plasmdlisis, esta
se ajusta mediante la adicion de azucares (sacarosa, fructosa) o alcoholes de azucar (manitol,

sorbitol) al medio de cultivo (Saranya et al., 2020).

Hipétesis
Una concentracidn adecuada de macerozima, celulasa y pectinasa, junto con el uso de
reguladores osmoticos, permite la obtencién y purificacién de protoplastos de hoja in vitro de

arandano (Vaccinium corymbosum L.)
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

Localizacion geografica del ensayo
Este ensayo se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Carrera de
Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Campus Sangolqui

(0°18,81S; 78° 26,64 0), a una altitud de 2516 m.s. n. m.

Obtencion de plantas madre

Para este proyecto se consiguieron 5 plantas jovenes de ardndano (Vaccinium
corymbosum L.) variedad Biloxi, del sector de Bolivar, ubicado en la Provincia del Carchi. La zona
de procedencia se caracterizé por tener una temperatura promedio de 17°C, humedad relativa
de 70% y una altitud de 2890 m.s.n.m. Las plantas obtenidas tenian menos de un aino de edad y
una altura aproximada de 40 cm, con follaje abundante, sin plagas ni enfermedades notables a
la vista. Las mismas fueron mantenidas en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de Tejidos

Vegetales de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

Tratamiento fitosanitario

Las plantas madre de Vaccinium corymbosum L. (Figura 1.) fueron sometidas a un
control fitosanitario para reducir la poblacidn de microorganismos contaminantes en los tallos y
hojas. Para ello, se empled SKUL-27%®, una suspensién de sulfato de cobre pentahidratado a una
concentracion de 270 g/L. Este agroquimico fue diluido a 2mL/L y se rocid con atomizador
directamente sobre el drea foliar, dos veces por semana. Ademas, se aplicé la citoquinina 6-BAP

(3 mL/L), para estimular la generacion de nuevos brotes axilares, una vez por semana.
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Figura 1.

Planta de ardndano en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE

Condiciones generales de esterilizacion y cultivo in vitro

Todos los medios de cultivo preparados para este ensayo fueron ajustados a un pH de
5.6 con soluciones de acido clorhidrico (HCl) e hidroxido de sodio (NaOH) a concentracion 1N,
antes de adicionar 7,5 g/L de agar. La homogenizacién de los componentes se realizé por

ebullicién.

Los materiales necesarios para el trabajo en la cdmara de flujo laminar horizontal
(Marca: Streamline, Procedencia: Estados Unidos) y los medios de cultivo fueron esterilizados en
una autoclave automatica (Marca: Tuttnauer, Procedencia: Estados Unidos) durante 20 minutos
a121°Cy 1,2 kg cm? de presién. Ademas, para asegurar las condiciones estériles, los
instrumentos fueron expuestos a radiacion ultravioleta (UV) por 20 minutos interior de la

camara de flujo laminar.
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Figura 2.

Preparacion de medios de cultivo.

Tras la siembra de los explantes, los frascos de cultivo fueron trasladados a una sala con
una temperatura de 20+£2°C, humedad relativa del 70% y se expusieron a un fotoperiodo de 16

horas bajo condiciones asépticas.

Desinfeccion de explantes

El objetivo de esta fase se centra en establecer un protocolo de desinfeccién adecuado
para la obtencién de explantes de arandano (Vaccinium corymbosum L.) libres de
contaminacidn. Para ello, se aplicé el protocolo de desinfeccién basado en Brenes, Castillo, &
Gbémez (2015), en el cual se obtuvo un porcentaje de segmentos nodales viables y libres de
contaminacion del 76%, y se evaluaron diferentes tratamientos variando la concentracién del

fungicida SKUL-27°.

Se seleccionaron tallos jévenes poco lignificados de 5 cm de longitud con

aproximadamente dos yemas axilares cada uno, se eliminaron todas las hojas y se colocaron en
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agua corriente durante 30 minutos, con el fin de eliminar las particulas de polvo de los
explantes. Acto seguido, se sumergieron en una soluciéon de detergente al 2% (p/v) y 12 gotas de
Tween 20/L durante 15 minutos. A continuacidn, los segmentos nodales se pusieron en una
solucidén de etanol al 70% (v/v) durante 1 minuto y luego fueron sometidos a una solucién de
SKUL-27® cuya concentracién varia segun los tratamientos (Tabla 3), para lo cual se realizaron
20 repeticiones, con un explante por tubo de ensayo con medio semisélido. Finalmente, se
utilizé hipoclorito de sodio 3% (v/v) durante 5 minutos y se trasladé el material vegetal a la
camara de flujo laminar (Marca: Streamline, Procedencia: Estados Unidos). Al terminar cada

paso de desinfeccidn se realizaron tres lavados con agua destilada estéril.

Tabla 3.

Tratamientos de desinfeccion con Skul-27°.

Tratamiento Concentracién (mL/L) Tiempo de inmersién
TO (Control) 0 0

T1 2 5

T2 2 10

T3 4 5

T4 4 10

T5 6 5

T6 6 10

Posteriormente, en la cdmara de flujo laminar, se cortaron los extremos oxidados y se
separon las yemas axilares hasta obtener explantes de aproximadamente 1.5 cm con una yema
axilar cada uno. Inicialmente, los explantes se sembraron en medio de cultivo semisélido con
sales de Murashige y Skoog (1962) sin reguladores de crecimiento para evaluar la eficiencia del

protocolo de desinfeccion.
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La observacién de resultados se realizé a los 7 y 14 dias de cultivo, se evalué la

contaminacién por hongo o bacteria asignando valores de 1 para presencia y 0 para ausencia y
en el caso de oxidacion se asignd el valor de 1 para los oxidados y 0 para los explantes viables,
siendo considerado cada explante como una unidad experimental. Para el analisis estadistico se
utilizé el andlisis de la varianza (ANOVA) para definir el valor p de las variables de respuesta.
Acto seguido se corrié un test de Shapiro Wilks modificado para determinar si los datos siguen
una distribucidon normal y finalmente, se realizé una prueba de Kruskal Wallis para evaluar la

formacion de subgrupos de acuerdo a los rangos de cada tratamiento de desinfeccién.

Induccion y multiplicacién de brotes in vitro

El objetivo de esta fase es el establecimiento y propagacién de los brotes de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) in vitro que servirdn como material base para el aislamiento de
protoplastos de hoja. Para lo cual, se trasplantaron los explantes viables de la fase de
desinfeccién a un medio de cultivo semisélido descrito por Castro (2016), que consiste en
Woody Plant Medium (WPM, Lloyd McCown 1981) suplementado con 3 mg/L de 6-BAP, 30 g/L

de sacarosay 7 g/L de agar.

Adicionalmente, se agregd 0.5 g/L de carbdn activado, para mitigar la oxidacién, ya que
este componente constituye un soporte poroso con capacidad de atraer compuestos fendlicos
gue son liberados por el explante o se producen durante el autoclavado y contribuyen al
oscurecimiento de los tejidos. Este fendmeno ocurre principalmente en especies lefiosas

establecidas in vitro (Azofeifa, 2009).
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Obtencion de protoplastos a partir de hojas in vitro de arandano (Vaccinium corymbosum L.)

Dentro del area de la cdmara de flujo laminar, se pesé 1 g de hojas de ardndano

previamente establecidas in vitro (Figura 3) y se picaron finamente con un bisturi, para

aumentar la superficie de contacto del tejido foliar con la solucién enzimdatica (Power & Davey,

1990). Las hojas picadas se colocaron en un matraz Erlenmeyer y se mezclaron con 5mL de

medio BH3 0.7M a pH 5.7 (Tabla 4) para evitar el dafio producido por el potencial osmdtico en

los protoplastos aislados.

Tabla 4.

Componentes del medio BH3 0.7M

Componentes Concentracién | Componentes Concentracidn
(mg- L) (mg-L77)

KH2PO4 170 Retinol 0.01

K2HPO4 170 Colecalciferol 0.01

Microelementos de 10 ml Cianocobalamina 0.02

MS

Vitaminas del MS 10ml Fructosa 250

Pantotenato de calcio 1 Ribosa 250

Acido ascérbico 2 Xilosa 250

Cloruro de colina 1 Manosa 250

Acido p- 0.02 Celobiosa 250

aminobenzoico

Acido félico 0.4 Galactosa 250

Rivoflavina 0.2 Sacarosa 85560

Biotina 0.01 Manitol 250

Acido fumarico 40 Piruvato de sodio 20

Agua de coco 20ml/L Acido citrico 40

Glutamina 3100 Acido malico 40
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Figura 3.

Explantes de ardndano establecidos in vitro para el aislamiento de protoplastos.

Posteriormente, se adiciond 5 mL de solucién enzimatica compuesta por: manitol 0.7 M,
cloruro de calcio 12 mM, MES 6 mM, fosfato monobasico de sodio 13mM y las enzimas
correspondientes a cada tratamiento de aislamiento (Tabla 5). La mezcla se sometid a presion
de vacio para que las hojas puedan romper la tensidn superficial y sumergirse totalmente en la
solucion enzimatica para facilitar la eliminacion de la lamela media. En este paso, los matraces
Erlenmeyer se sellaron con una lamina Parafilm para asegurar la asepsia y se llevaron a
incubacién en la oscuridad a 90 revoluciones por minuto (rpm) y una temperatura de 27°C

(Rivera & Jadan, 2010; Rodriguez & Dallos, 2004).

Se observd la cantidad de protoplastos aislados en intervalos de 2 horas desde las 20

hasta las 34 horas de incubacion.
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Tabla 5.

Tratamientos planteados para el aislamiento de protoplastos

Tratamiento Celulasa Macerozima Pectinasa
Tal 1% 1% 0.3%
Ta2 1% 1.5% 0.3%
Ta3 1.5% 1% 0.3%
Tad 1.5% 1.5% 0.3%

Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento, la unidad experimental fue un matraz
Erlenmeyer de 25 mL con 1 g de tejido vegetal, 5 mL de medio BH3 0.7M y 5 mL de solucidn
enzimatica. Los resultados fueron evaluados en intervalos de dos horas entre las 24 y 34 horas

de digestidn. La variable de respuesta fue la cantidad de protoplastos por gramo de peso fresco.

Figura 4.
Hojas de ardndano trituradas y mezcladas con la solucion enzimdtica y el medio BH3, en un

matraz Erlenmeyer

Para cuantificar la cantidad de protoplastos, se tomaron 10 uL de muestra y se

colocaron en el area central de la cdmara de Neubauer, se realizé el conteo en los cuadros
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laterales y el cuadro central para obtener el nimero total de protoplastos empleando la

siguiente férmula (Bastidas, 2008):

Numero de células viables x 10000

Concentracion = -
Numero de recuadros

Posteriormente se calcularon los protoplastos conseguidos por gramo de peso fresco

con la siguiente férmula:

Concentracion x mL de solucién de digestion
Pp/gFW =

g de material vegetal

Revision bibliografica de protocolos de aislamiento de protoplastos de arandano (Vaccinium
corymbosum L.)

Debido al contexto de la emergencia sanitaria por COVID-19, no fue posible evaluar las
siguientes etapas de la obtencién de protoplastos de arandano (Vaccinium corymbosum L.) de
forma priactica. Por tanto, se optd por realizar un andlisis bibliografico de resultados de

investigaciones anteriores tanto del aislamiento como purificacion y cultivo de protoplastos.

En la actualidad, la informacién sobre el aislamiento de protoplastos de ardndano es
muy escasa. Existen pocos experimentos que reportan el uso de protoplastos de esta planta
para investigaciones genéticas, como el caso de la induccion de tetraploides de V. arboreum con
el uso de colcichina, en el cual se aislaron protoplastos como un paso previo a la citometria de
flujo (Haring & Lyrene, 2009). Sin embargo, no se han publicado estudios sobre el rendimiento
del protocolo de aislamiento. Por tanto, se optd por analizar especies con similitud taxondmica

o especies semilefiosas de interés.
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Para la busqueda de articulos cientificos se usé plataformas de busqueda de articulos
cientificos como: Google Scholar, ScienceDirect, Springer Link, Redalyc y Dialnet. Las palabras
clave empleadas fueron: “Vaccinium protoplast”, “ericales protoplast”, “Vaccinium
corymbosum” y “Woody plant protoplast”, también se aplicé un filtro para que se desplieguen

Unicamente los estudios publicados en los ultimos 10 afios. De los resultados encontrados, se

seleccionaron 10 articulos cientificos con informacion relevante.

A partir de ello, se organizé una matriz incluyendo la especie investigada, afio de la
publicacidn, autores, pais de origen y material vegetal de partida. Acto seguido, se analizaron los
datos de cada protocolo para poder compararlos, entre estos se incluyen: composicién del
céctel enzimatico, tiempo de digestidn, concentracion de células obtenidas, tiempo y velocidad
de centrifugacion, para el aislamiento. Ademas, en la fase de purificacién se evalud la
concentracién de manitol y sacarosa como reguladores osmoticos y en la fase de cultivo se

analizaron los medios de cultivo empleados.

Revision bibliografica sobre protocolos de purificacion de protoplastos de arandano
(Vaccinium corymbosum L.)

Esta fase de experimentacién tiene como objetivo la purificacién de los protoplastos y la
eliminacion de los componentes no digeridos y restos celulares que se hallaran en la solucién. La
investigacion bibliografica indica que una vez culminado el tiempo de digestidn se toma la
solucion de aislamiento y se tamizara a través de una malla metdlica estéril de 45-80 um mesh

para separar los tejidos que no fueron digeridos por las enzimas. La solucién obtenida donde se
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encontrardn suspendidos los protoplastos se centrifuga durante 5 a 7 minutos de 30-100 g y se

retira el sobrenadante.

Seguidamente, se suspenden los protoplastos sedimentados en una solucién de lavado
de protoplastos CPW-sacarosa y se afade una solucién CPW-manitol gota a gota, para generar
un gradiente de densidad discontinuo, usualmente se utilizan concentraciones de 25% de
sacarosa y 13% de manitol (Liu, 2005). La composicién de las soluciones de lavado CPW se
muestra en la Tabla 6. Estas soluciones se esterilizan previamente con un filtro de tamafio de
poro 0.2um. Finalmente, se separa la interfase formada por los protoplastos entre las soluciones
CPW y se resuspende el precipitado en medio de cultivo liquido con un volumen 10 veces mayor

al volumen de protoplastos obtenidos (Coleman et al., 2003).

Tabla 6.
Composicion de la solucion CPW sacarosa o manitol
Composicidn Concentracion
(mg/L)
Nitrato de potasio 101
Cloruro de calcio dihidratado 1480
Sulfato de magnesio heptahidratado 246
Fosfato monobasico de potasio 27,2
Sulfato cuprico pentahidratado 0.025
Yoduro de potasio 0.2
Sacarosa, manitol De acuerdo al caso

Revision bibliografica sobre protocolos de cultivo de protoplastos de arandano (Vaccinium
corymbosum L.)
En esta fase el objetivo es evaluar la viabilidad de los protoplastos aislados al comprobar

si tienen la capacidad de regenerar su pared celular e iniciar la division celular. La revision
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bibliografica sugiere que se suspendan los protoplastos en un medio liquido o su incrustacion en
un medio semisodlido. Existen varios medios de cultivo con componentes estandarizados para
este proceso, por ejemplo: Murashige y Skoog (1962) o MS, Gamborg et al. (1968) o B5, Kao y
Michayluk (1975) o KM8p, Lloyd y McCown (1980) o WPM; y otros medios se modifican a partir

de estos, como el BH3 (Liu, 2005).

La bibliografia indica que, para iniciar el cultivo, se agregan de 1 a 3 ml de la suspensién
de protoplastos en una caja Petri con el medio liquido o semisélido y se trasladan a una cdmara
de crecimiento oscura con temperatura de 25 a 28°C. Es mads frecuente utilizar una combinacién
de cultivo liquido mas semisdlido, de esta manera el medio semisélido se gelifica primero en la

placa de Petri sobre la que se afiaden los protoplastos suspendidos en un medio liquido.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

Desinfeccion de explantes
En esta fase se evalud la respuesta de los explantes de ardndano (Vaccinium
corymbosum L.) al tratamiento de desinfeccién tomado de Brenes, Castillo, & Gémez (2015) y
optimizado con la adicidn de SKUL-27%®, un fungicida y bactericida sistémico. Los resultados
corresponden a los tratamientos con diferentes concentraciones de SKUL-27®y tiempos de
inmersion de los explantes, mostrados en la Tabla 3. Las variables evaluadas fueron la
contaminacidn por hongos o bacterias y la oxidacion de los segmentos nodales, cuyos resultados

fueron evaluados después de 7 y 14 dias y se detallan en la Tabla 7.

Figura 5.

Explantes de segmentos nodales de ardndano observados a los 14 dias de la siembra

Nota. Explante con contaminacion fungica (a), explante con contaminacién bacteriana (b),

explante oxidado (c) y explante sano con presencia de brotes (d).
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Tabla 7.

Datos obtenidos de los tratamientos de desinfeccion, respecto a contaminacion fungica,

contaminacion bacteriana y oxidacion, evaluados a los 7 y 14 dias de siembra.

Tratamiento 7 dias 14 dias
C.Bacteria C.Hongo Oxidacién C.Bacteria C.Hongo Oxidacion

TO control 22% 60% 12% 24% 68% 14%

T1 8% 30% 6% 12% 35% 8%

T2 1% 18% 10% 6% 25% 12%

T3 0% 4% 4% 0% 10% 8%

T4 0% 6% 14% 0% 16% 14%

T5 2% 12% 18% 2% 12% 22%

T6 4% 10% 24% 4% 18% 30%

Nota. Los tratamientos se encuentran en la Tabla 3.

De acuerdo al andlisis exploratorio de los datos, en el tratamiento control TO, sin el uso
de SKUL-27®, se observé una tasa de contaminacioén recurrente, visible a partir de los 7 dias y
gue aumentd conforme paso el tiempo, presentando las tasas de contaminacion fungica y

bacteriana mas elevadas, con un valor de 68% y 24% respectivamente después de 14 dias.

Al analizar la variable contaminacién bacteriana, se puede notar que la presencia de
bacterias fue menor en comparacion a la presencia de hongos en todos los tratamientos,
llegando a ser nula en el caso de T3 y T4, como se muestra en la Figura 6a. En cuanto al T1, se
puede observar que la contaminacién bacteriana tuvo un porcentaje del 12%, siendo el valor

mas elevado.

Por otro lado, evaluando la variable contaminacidn fungica, se pudo notar que los datos
arrojados por los tratamientos T1 (35%) y T2 (25%) fueron los mas altos para contaminacidn

fungica, alcanzando valores de 22% y 18% respectivamente. se observé que el tratamiento T3
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tuvo un mejor desempefio, con una tasa del 10% a los 14 dias de cultivo, como se observa en la

Figura 6b.

Figura 6.

Porcentaje de explantes contaminados por hongos y bacterias

a) Contaminacion bacteriana (%) b) Contaminacidn fingica (%)
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Nota. Los resultados fueron evaluados a los 14 y 21 dias de siembra.

Al evaluar la oxidacion de los explantes, los tratamientos T1 y T3 presentaron la tasa
mas baja transcurridos 14 dias correspondiente al 8%. Mientras que el T6 presenté un 30% de
oxidacion en el mismo periodo de tiempo, siendo el porcentaje mas elevado de los
tratamientos. Ademas, se evidencia un incremento en la oxidacion a partir del T4, a medida que
se aumenta la concentracidn de SKUL-27® y el tiempo de inmersion de los explantes, lo que se

puede observar en la Figura 7.

Al analizar las tres variables de respuesta simultdneamente, se observa que el

tratamiento de desinfeccidn con un mejor desempefio fue el T3 (4 mL/L de SKUL-27® y 5
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minutos de inmersidn), ya que presento bajas tasas de contaminacion y oxidacion, mejorando

considerablemente la supervivencia de los explantes.

Figura 7.

Porcentaje de explantes oxidados

Oxidacién (%)
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Nota. Los resultados fueron evaluados a los 14 y 21 dias de siembra.

Asimismo, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) con el objetivo de identificar si
existen diferencias significativas entre los tratamientos frente a las variables de respuesta a los
14 dias de cultivo. En base a los valores p obtenidos en los casos de contaminacion fungicay
bacteriana y oxidacién se determind que los datos si muestran diferencias significativas entre los

tratamientos (p< 0.05), los resultados del ANOVA se encuentran en la Tabla 8.

Subsecuentemente, se corrio el test de Shapiro Wilks modificado con un nivel de
confianza de 0.05 para determinar si los datos obtenidos corresponden a una distribucién
normal. Las tres variables de respuesta presentaron un valor de p<0.0001 (Tabla 8), por lo que

se rechaza la hipdtesis de que los datos tienen distribucion normal.



Tabla 8.

Andlisis estadistico realizado a los resultados obtenidos en los tratamientos de desinfeccion.

Variable ANOVA Shapiro Wilks  Kruskal Wallis
(p-valor) (p-valor) (p-valor)

C. fungica <0.0001 <0.0001 <0.0001

C. bacteriana <0.0001 <0.0001 <0.0001

Oxidacion 0.0225 <0.0001 0.0237

Finalmente, se decidié correr el test de varianza de Kruskal Wallis para diferenciar los
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tratamientos en subgrupos en caso de existir diferencias significativas. Los resultados muestran

gue existen si diferencias significativas para las tres variables de respuesta en los tratamientos

de desinfeccidn, ya que p< 0.05, con un nivel de significancia del 5% (Tablas 9 y 10).

Tabla 9.

Andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal Wallis para las variables contaminacion fungica y

bacteriana.

Tratamiento

Contaminacion fungica

Contaminacion bacteriana

Media Rango Clasificacion  Media Rango Clasificacién

T5 0.04 149.00 A 0.02 167.00 A B
T3 0.04 149.00 A 0.00 163.50 A

T4 0.06 152.50 A 0.00 163.50 A

T6 0.12 163.00 A BC 0.04 170.50 A B
T2 0.18 173.50 B C 0.06 174.00 A B
T1 0.22 180.50 C 0.12 184.50 A B
TO 0.68 261.00 D 0.24 205.50 B

Nota. Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes.

Para las variables contaminacién fungica y bacteriana se obtuvo que los tratamientos T6

y T2 tienen diferencias significativas con el resto de tratamientos, con un nivel de significancia

de 5%. Sin embargo, los tratamientos que presentaron medias menores fueron T5, T3 y T4,
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evidenciando que son los mejores tratamientos de desinfeccidn para las dos variables
analizadas. Ademas, se evidencié que el tratamiento control TO tuvo el peor desempefio, ya que
tiene categoria D para contaminacidn fungica y C para contaminacién bacteriana, con la media

mas elevada en ambos casos.

Tabla 10. Andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal Wallis para la variable oxidacion.

Tratamiento  Media Rango Clasificacion
T1 0.08 162.50 A

T3 0.08 162.50 A

T2 0.12 169.50 A

T4 0.14 173.00 A B

TO 0.14 173.00 A B

T5 0.22 187.00 B

T6 0.30 201.00 C

Nota. Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes.

Por otro lado, al analizar la variable oxidacién se obtuvo que los tratamientos T1, T3y T2
presentaron los valores de media mas bajos y por tanto pueden ser considerados tratamientos
idéneos para desinfeccidén con una baja tasa de oxidacion de los explantes. Ademas, el

tratamiento T6 demostro ser el menos adecuado ya que tiene la media mas elevada (0.3).

Aislamiento de protoplastos

Resultados de los tratamientos enzimaticos para el aislamiento de protoplastos de
arandano (Vaccinium corymbosum L.)
En este experimento, se evalud el efecto de cuatro combinaciones de enzimas (celulasa,
macerozima y pectinasa) a diferentes tiempos de incubacién con el objetivo de digerir la pared
celular de mesofilo de arandano cultivado in vitro. Resultados preliminares demostraron que, en

las primeras horas de incubacion no existe liberacion de protoplastos y que a partir de las 20
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horas de digestion se empieza a observar una pequefia cantidad de protoplastos en la solucion

de digestion.

Figura 8.

Protoplastos de hojas in vitro de ardndano observados con un aumento de 100x

< =
Nota. Las fotografias fueron hechas realizadas a diferentes tiempos de incubacién. a) 14 horas,
b) 18 horas, c) 28 horas y d) 34 horas

En la Figura 8 se puede observar que, a las 14 horas de digestidn enzimatica existen
multiples cimulos celulares, a las 18 horas se da la separacion de las células. Posteriormente, a
partir de las 20 horas de digestion se puede distinguir la formacion de protoplastos y estos
pueden ser cuantificados en un hemocitémetro. Finalmente, al exceder el tiempo de incubacién,
se puede observar la destruccién de la membrana celular y la fuga de los organelos

citoplasmaticos.
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La cantidad de protoplastos por mililitro de solucién se evalud en intervalos de 2 horas
desde las 20 hasta las 34 horas de incubacion con un hemocitdmetro. En la Tabla 11 se muestra
el numero de protoplastos promedio por cada gramo de hojas frescas (n=3), evaluado para cada

tiempo de incubacion.

Tabla 11.

Resultados de la cantidad de protoplastos promedio de ardndano (n=3).

Horas de incubacién Tal Ta2 Ta3 Tad
(Pp/gFW)  (Pp/gFW)  (Pp/gFW)  (Pp/gFW)
20 3.17E+03 5.33E+03 7.83E+03 1.07E+04
22 5.00E+03 1.42E+04 2.42E+04 2.22E+04
24 1.22E+04 3.28E+04 4 55E+04 3.95E+04
26 2.23E+04 4 45E+04 3.52E+04 3.57E+04
28 2.82E+04 5.95E+04 2.47E+04 3.07E+04
30 3.58E+04 5.23E+04 1.93E+04 2.30E+04
32 4.73E+04 3.55E+04 1.60E+04 1.93E+04
34 2.98E+04 2.58E+04 1.43E+04 1.98E+04

Nota. Pp/gFW=protoplastos por gramo de peso fresco. Se marcaron en rojo los tiempos de

incubacién con mayor rendimiento para cada tratamiento.

De los resultados obtenidos se puede observar que la concentracién de protoplastos fue
aumentando con el tiempo hasta llegar a su punto maximo y luego se observé una disminucion
en el nimero protoplastos. Los mejores tiempos de incubacidn son 32, 28, 24 y 24 horas,
respectivamente para los tratamientos Tal, Ta2, Ta3 y Ta4. Ademas, en la Figura 9, se puede

observar graficamente los datos obtenidos.
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Curvas de concentracion promedio (n=3) de protoplastos de ardndano aislados, tratados durante

34 horas.
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Nota: C= celulasa, M=macerozima, P=pectinasa, Pp/gFW=protoplastos por gramo de peso fresco

Posteriormente, se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existen

diferencias significativas entre los tratamientos. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12.

Andlisis de varianza de los tratamientos de aislamiento de protoplastos

F. V. Suma de Grados de Media F p-

cuadrados libertad cuadratica valor
Modelo 41606250000.00 3 1386875000.00 16.28 0.0009
Tratamiento 41606250000.00 3 1386875000.00 16.28 0.0009
Error 6816666666.67 8 852083333.33
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El p-valor es menor a 0.05, con un nivel de significancia del 5%, lo cual indica que si
existen diferencias significativas entre los tratamientos aplicados. Por tanto, se ejecutd una
prueba de Tukey (Tabla 13) para categorizar los tratamientos en subgrupos de acuerdo a sus
medias. Los subgrupos obtenidos indican que el tratamiento con la media mds alta es Ta2
(298333.33), que en este caso es favorecedor ya que demuestra que se lograron aislar mas

protoplastos con esta composicion enzimatica.

Tabla 13.

Prueba de Tukey para los tratamientos de aislamiento de protoplastos

Tratamiento Media Subgrupo
Ta3 143333.33 A

Ta4d 19833333 A B

Tal 258333.33 B

Ta2 298333.33 C

Nota: las medias con una letra comun no son significativamente diferentes.

Datos obtenidos de la revision bibliografica
La busqueda de articulos cientificos se ejecuté en Google Scholar, ScienceDirect,

Springer Link, Realyc y Dialnet. No se han reportado investigaciones sobre un protocolo de
aislamiento de protoplastos en el género Vaccinium, pero se encontraron ensayos realizados en
especies del orden de los Ericales como la planta de té (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze), el
modrofio (Arbutus unedo L.) y el rododendro (Rhododendron spp.). Ademas, se seleccionaron
estudios realizados en plantas arbustivas y frutales de interés: el jasmin (Jasminum sambac L.),
el arbol de la vida (Platycladus orientalis (L.) Franco), el arbol de seda (Albizia julibrissin Durazz),

la flor de cera (Chamelaucium uncinatum Schauer), la manzana (Malus domestica Borkh) y el
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guayabo (Psidium guajava L.). Finalmente se escogié un estudio realizado en mesdfilo de

algodon (Gossypium hirsutum L.) por ser considerada una importante planta modelo.

Figura 10.
Paises con investigaciones sobre el aislamiento de protoplastos de especies del orden de los

Ericales y especies arbustivas de interés.
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La mayoria de los estudios referenciados utilizaron hojas de plantas cultivadas in vitro
para el aislamiento de los protoplastos (n=10). Mientras que solamente un 30% utilizaron hojas
recolectadas de plantas in vivo. A continuacidn, se resume la concentracién de componentes del
coctel enzimatico, tiempo de incubacién, regulador osmético y tiempo de incubacién de cada

uno de los articulos cientificos (Tabla 14).
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Articulos cientificos revisados para el andlisis de técnicas de aislamiento de protoplastos.

Referencia Especie Fuente Revista/Cuartil
The Studies on Technique Conditions of Rododendro  Hojasinvitro CNKI/Q2
Protoplast Isolation and Purification of

Three Species of Rhododendron (Tu et al.,

2009).

Eficient isolation and purification of tissue- Plantadeté  Hojasex Plant

specific protoplasts from tea plants vitro Methods/Q1
(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) (Xu et al.,

2021).

Optimized conditions for the isolation Modroiio Hojas ex Springer

of mesophyll protoplasts from Arbutus vitro Nature/Q1
unedo and their use in single cell gel

electrophoresis (Choury et al., 2018).

Protoplast isolation and plant regeneration Guayabo Hojas in vitro  Springer

of guava (Psidium guajava L.) using Science/Q1
experiments in mixture-amount design

(Rezazadeh & Niedz, 2015).

Protoplast Isolation, Fusion, Culture and Jasmin Hojas in vitro MDPI
Transformation in the Woody Plant Agriculture/Q1
Jasminum spp (Ahmed et al., 2021).

Protoplast isolation for species in the Flor de cera Hojas in vitro  Springer
Chamelaucium group and the effect of Science/Q1
antioxidant enzymes on protoplast viability

(Ratanasanobon & Seaton, 2013).

Mesophyll protoplast isolation technique Arbol de la Hojas in vitro  Turkish Journal
and flow cytometry analysis of ancient vida of Agriculture
Platycladus orientalis (Cupressaceae) (Zhou and Forestry/Q2
et al., 2019).

Protoplast isolation and genetically true-to- ~ Arbol de Hojas in vitro  Springer

type plant regeneration from leaf- and seda Science/Q1
callus-derived protoplasts of Albizia

julibrissin (Rahmani et al., 2016).

Pre-isolation, isolation and regeneration Manzana Hojas ex Revista
protoplasts from leaf mesophyll of in vivo vitro Brasileira de
Malus domestica (El-Gioushy et al., 2019). Fruticultura/Q3
Isolation of mesophyll protoplast and Algoddn Hojas in vitro  China Crops/Q3

establishment of gene transient expression
system in cotton (Li et al., 2014).




Tabla 15.

Resumen de las técnicas de aislamiento de protoplastos de los estudios analizados

Especie vegetal Combinacién enzimatica Regulador pH Tiempo de
osmotico incubacion
Rhododendron spp.  Celulasa 2% Manitol 9% 6 14 horas
Pectinasa 1%
Camellia sinensis Celulasa 1.5% 0.4M Manitol 5.7 10 horas
(L.) O. Kuntze Macerozima 0.6%
Arbutus unedo L. Celulasa 4% 0.8M Manitol 5 16 horas
Macerozima 1%
Psidium guajava L.  Celulasa 2.4% 0.75M Manitol 5.8 10 horas
Macerozima 3% emM MES
Hemicelulasa 0.6%
Jasminum sambac Celulasa 1.5% 0.4M Manitol 5.7 8 horas
L. Pectinasa 0.8% 0.2M MES
Macerozima  0.4%
Chamelaucium Celulasa 1% 0.6M Manitol 5 16-18
uncinatum Schauer  Pectoliasa 0.1% horas
Macerozima 0.5%
Platycladus Celulasa 1.5% 0.7M Manitol 5 16 horas
orientalis (L.) Pectoliasa 0.4%
Franco Macerozima 0.4%
Ligninasa 1%
Albizia julibrissin Celulasa 1.5% 0.7M Manitol 5.5 6 horas
Durazz Pectoliasa 1%
Malus domestica Celulasa 1.5% 13% Manitol 5.8 20 horas
Borkh Pectinasa 0.5%
Macerozima 1.5%
Gossypium Celulasa 1.5% 0.5M Manitol 5.5 8 horas
hirsutum L. Macerozima 0.4%
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En la Tabla 15 se encuentran los articulos cientificos seleccionados incluyendo datos
como la referencia bibliografica, fuente del material vegetal para el aislamiento, afio de
publicacidn, revista y cuartil. EI 70% de estos estudios fueron publicados en revistas de alto
impacto con Q1 (n=7). En cada uno de los experimentos seleccionados se cuantificé la cantidad
de protoplastos por cada gramo de tejido foliar fresco (n/g FW) y el porcentaje de viabilidad.

Estos resultados se resumen en la Tabla 16.

Tabla 16.
Resultados de rendimiento y porcentaje de viabilidad de los protoplastos aislados en los articulos

cientificos seleccionados

Especie vegetal Rendimiento Viabilidad
(10°n/g FW) (%)
Rhododendron spp. 1.47 79.27
Camellia sinensis (L.) O. Kuntze 3.27 92.94
Arbutus unedo L. 61.3 100
Psidium guajava L. 3.72 90
Jasminum sambac L. 5.4 89.6
Chamelaucium uncinatum Schauer 0.8 88.3
Platycladus orientalis (L.) Franco 4.8 82.5
Albizia julibrissin Durazz 0.77 94
Malus domestica Borkh 0.2 80
Gossypium hirsutum L. 1 83.5

Purificacion de protoplastos en base a andlisis bibliografico
Después de determinar el tiempo de incubacion, la composicion del coctel enzimatico y
la concentracion del regulador osmadtico adecuado, es necesario realizar un proceso de
purificacién para separar los protoplastos aislados del coctel enzimatico y de fragmentos de

tejido no digerido. En primera instancia se realiza una centrifugacién de la solucién de digestidn,
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las condiciones de centrifugacidn ejecutadas los articulos cientificos seleccionados se resumen

en la Tabla 17.

Tabla 17.

Condiciones de centrifugado aplicadas a los estudios analizados

Especie vegetal Velocidad Tiempo
(min)
Rhododendron spp. 1000 rpm 6
Camellia sinensis (L.) O. Kuntze 200 g 3
Arbutus unedo L. 1000 g 5
Psidium guajava L. 100 g 5
Jasminum sambac L. 200 g 5
Chamelaucium uncinatum Schauer 150 g 5
Platycladus orientalis (L.) Franco 100 g 3
Albizia julibrissin Durazz 100 g 5
Malus domestica Borkh 1000 rpm 7
Gossypium hirsutum L. 100 g 3

En el caso de los protoplastos de Jasminum spp., se reporta un paso mas a la
purificacidn, ya que utilizan una solucion de sacarosa para generar un gradiente de densidad
discontinuo. Se colocaron 2 ml de suspensién de protoplastos junto con 4 ml de sacarosa en
solucién al 25% afiadida gota a gota. Después se centrifugd a 809 g durante 3 miny los
protoplastos se recogieron de la interfase de densidad intermedia para luego ser resuspendidos

en medio de cultivo (Rezazadeh & Niedz, 2015).

Cultivo de protoplastos en base a analisis bibliografico
Los protoplastos aislados y purificados pueden ser cultivados en un medio de cultivo
para inducir la formacién las paredes celulares y generar microcallos. Para establecer las

condiciones dptimas esta fase se debe determinar la densidad celular ideal para el cultivo
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(protoplastos por mililitro- Pp/mL), establecer un balance auxinas y citoquininas adecuado y

mantener el regulador osmético en el medio de cultivo hasta que la pared celular se haya

formado nuevamente (Coleman et al., 2003).

Unicamente los estudios relacionados al arbol de seda (Albizia julibrissin Durazz),

guayabo (Psidium guajava L.), jasmin (Jasminum sambac L.) y manzana (Malus domestica Borkh)

contemplan el cultivo de sus protoplastos. En la Tabla 18 se presenta un resumen de las

condiciones de cultivo de los mismos.

Tabla 18.

Condiciones de cultivo de protoplastos

Especie vegetal Medio de Reguladores de Densidad celular
cultivo crecimiento (Pp/mL)
Psidium guajava L.  MS sin NHANO3 1mg/L ANA 1x10°
3.4 mg/L 6-BAP
Jasminum sambac  WPM 0.2 mg/L ANA 1x10°
L. 2 mg/L 6-BAP
Albizia julibrissin KM 2.7 uM ANA 3-5x10°
Durazz 2.7 uM 6-BAP
Malus domestica KM 1 mg/L ANA 2x10°
Borkh B5 0.3 mg/L 6-BAP




63
CAPITULO 5: DISCUSION
En este proyecto se analizaron diferentes tratamientos de desinfeccidn de segmentos
nodales de arandano (Vaccinium corymbosum L.) con el fin de establecer un protocolo de
desinfeccién éptimo para su cultivo in vitro. Ademas, se aislaron protoplastos de ardndano a
partir de hojas cultivadas in vitro, empleando varios tratamientos de soluciones enzimaticas, con

el objetivo de determinar la concentracidn de enzimas con mejor rendimiento.

No obstante, en vista de que no se han publicado estudios sobre el aislamiento,
purificacién y cultivo de protoplastos en esta especie o en plantas del mismo género, se
procediod a analizar varios estudios realizados en tres especies pertenecientes al orden de los
Ericales (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, Arbutus unedo L., Rhododendron spp.), 6 especies
lefiosas o frutales de interés comercial (Albizia julibrissin Durazz, Psidium guajava L., Jasminum
sambac L., Platycladus orientalis (L.) Franco, Chamelaucium uncinatum Schauer y Malus
domestica Borkh) y una planta modelo perteneciente a la familia de las malvaceas (Gossypium

hirsutum L.).

Desinfeccion de explantes
Los microorganismos que comunmente se presentan en condiciones in vitro son
bacterias y hongos, aunque también suceden casos menos frecuentes de contaminacion por

virus, viriones y artrépodos microscopicos (Hernandez & Gonzalez, 2010).

El protocolo de desinfeccion se modificé a partir de Brenes, Castillo, & Gémez (2015), se
empez6 con un lavado con agua corriente durante 30 minutos para desprender las particulas de

tierra que pudieran existir en la superficie de los segmentos nodales, acto seguido se utilizo
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detergente 2% (p/v) con 12 gotas de Tween 20/L durante 15 minutos, alcohol etilico al 70% (v/v)
durante 1 minuto, e hipoclorito de sodio al 3% (v/v). En este experimento se reportd un

porcentaje de explantes vivos del 76% en arandano variedad Sharpblue.

En ensayos preliminares se obtuvo una alta tasa de contaminacién por hongos, por
tanto, se decidié anadir un agente fungicida al protocolo de desinfeccién. SKUL-27® fue
seleccionado tanto para el tratamiento fitosanitario como para la desinfeccion en el laboratorio,
ya que su ingrediente activo es el sulfato de cobre pentahidratado, el cual funciona como un
agente preventivo y curativo de enfermedades vinculadas a bacterias y hongos patdgenos

(Agripac, 2021).

Pasados los 14 dias de cultivo, en la variable contaminacion fungica se observaron
porcentajes desde el 22% al 4%, el andlisis estadistico concluyd que existen diferencias
significativas entre los tratamientos de desinfeccién. Los tratamientos T3 y T5 lograron el menor
porcentaje de presencia de hongos (10 y 12%), mientras que el tratamiento T1 obtuvo el valor
mas elevado (35%). Resultados que demuestran que a mayor concentracidon de SKUL-27¢9,
menor incidencia de hongos y bacterias contaminantes. Esto puede ser atribuido a la capacidad
del sulfato de cobre pentahidratado para limitar la germinacién de esporas al desnaturalizar sus
proteinas (Husak, 2015). Ademas, los datos muestran que la tasa de contaminacion fungica fue
mayor a la bacteriana para todos los tratamientos de desinfeccién. En estudios realizados por
Aquije (2020) con arandano variedad Biloxi, se reportaron resultados similares, ya que la

contaminacion por hongos (73%) fue superior al de las bacterias (27%).
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Analizando la variable contaminacién bacteriana, se obtuvo que los mejores
tratamientos fueron T3 y T4, en los que hubo ausencia de bacterias. En contraste con los
resultados obtenidos por Brenes, Castillo, & Gomez (2015), se disminuyd el porcentaje de
contaminacion, del 2.5% al 0%. Esta diferencia pudo haber ocurrido por la adiciéon de SKUL-27°®
al protocolo de desinfeccién. Husak (2015), sostiene que el ion cobre interrumpe el
funcionamiento de proteinas y enzimas encontradas en la membrana celular, ocasionando la

fuga de los componentes celulares.

La oxidacidn es un problema que suele ocurrir en las especies lefiosas introducidas in
vitro, llevando al oscurecimiento y necrosamiento de los explantes y limitando la sobrevivencia
de los mismos (Azofeifa, 2009). Los resultados de este ensayo muestran que el tratamiento T6
tuvo la mayor tasa de oxidacidn (30%), con la concentracion y tiempo de exposicién mas
elevados de SKUL-27®. Sharry et al. (2020), indica que el estrés oxidativo puede ocurrir por la
liberacion de radicales libres durante el proceso de desinfeccion debido a la exposicién a
sustancias dafiinas. Por otro lado, el tratamiento T1 y T3 obtuvieron el indice mas bajo de

oxidacion (8%), probablemente porque se empled un menor tiempo de inmersién en SKUL-27°.

Con el paso del tiempo, se observé un incremento en la cantidad de explantes oxidados.
Neumann et al. (2020), menciona que la liberacién de sustancias fendlicas al medio de cultivo
puede influir en la oxidacion del explante. En este sentido, la incorporacién de carbén activado
de 0. 1% a 5% al medio de cultivo, ha demostrado mitigar los efectos de la oxidaciodn,

posiblemente por su capacidad para atraer metabolitos toxicos (Roca & Mroginski, 1991). Como
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medida mitigante, en este ensayo se decidié afiadir 0.5 g/L de carbon activado al medio de

cultivo para inducir la proliferacion de brotes.

En base a los resultados observados para las tres variables de respuesta y al analisis
estadistico, se llegd a la conclusion de que el tratamiento mas adecuado para la desinfeccién de
los explantes es el T3 ya que se anulé la contaminacién causada por bacterias y se minimizoé la
contaminacion por hongos al 10%, mientras que el porcentaje de oxidacidon se mantuvo por

debajo del 8%.

Aislamiento de protoplastos
El aislamiento de protoplastos de especies de plantas lefiosas se inicid hace mds de 30
afos, por Ochatt et al. (1987), quienes realizaron un experimento en cereza (Prunus avium x
pseudocerasus). En contraste con el aislamiento de protoplastos de especies herbaceas, el
estudio de las gimnospermas va muy por detrds. La informacién disponible sobre protoplastos
de arandano (Vaccinium corymbosum L.) es muy escasa, resultando evidente la necesidad de

nuevas investigaciones sobre esta especie.

Para este ensayo se recolectaron hojas de arandano de corta edad producidas in vitro.
Suarez (2020), menciona que el rendimiento y la viabilidad de los protoplastos se pueden ver
afectados por la fuente de los protoplastos, ya que, dependiendo del origen del material vegetal
hay diferencias en la composicién de lignina, celulosa y pectina en su pared celular y lamela
media, por lo que también son diferentes las enzimas requeridas y sus concentraciones.

Ademds, de acuerdo con Roca & Mroginski (1991), es importante utilizar material vegetal
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juvenil del tejido original porque en las células jévenes es mas facil inducir la actividad mitética

gue en las células altamente especializadas.

Una particularidad de los protoplastos es su fragilidad osmética, por ello el regulador
osmotico debe ajustarse para mantener las condiciones isotdnicas durante el aislamiento para
que los protoplastos aislados conserven un estado esférico (Power & Davey, 1990). En el
protocolo de aislamiento ejecutado se utilizd CPW con manitol al 13%. Estudios anteriores han
demostrado que las plantas que sintetizan naturalmente manitol tienen mejor tolerancia al
estrés salino, ya que este azucar-alcohol puede mantener un perimetro de hidratacién artificial
alrededor de las membranas debido a su cantidad de grupos hidroxilo, resguarddndolas del
ataque de radicales libres oxidativos y estabilizando estructuralmente la célula en condiciones

isotonicas (Patel & Williamson, 2016).

También hay que ser muy minuciosos al establecer la concentracion del regulador
osmotico, ya que cuando la concentracién es muy baja, dard como resultado la lisis del
protoplasto y una disminucién en el rendimiento. Por otro lado, cuando existe un exceso se

inducira a los protoplastos a encogerse hasta llegar a la plasmdlisis (Chakraborty, 2016).

Los resultados obtenidos de los tratamientos de aislamiento (Tabla 11) indican que para
el Ta2 (1% celulasa, 1.5% macerozima, 0.3% pectinasa) el mejor tiempo de incubacion fue de 28
horas, obteniendo un promedio de 5.95x10*Pp/gFW. Ademas, de acuerdo con los subgrupos
formados en el test de Tukey, se puede concluir que este es el mejor tratamiento, al presentar la

media mas elevada (Tabla 13).
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Por otro lado, los experimentos sobre el aislamiento de protoplastos de Ericales,

muestran que en el caso de Camellia sinensis, se obtuvo una concentracién maxima de 3.27x10°
Pp/gFW a las 10 horas de incubacion empleando una concentracién de 1.5% de celulasa 'y 0.6%
de macerozima (Xu et al., 2021). Asimismo, en el estudio realizado en Arbutus unedo L. se
obtuvieron 61.3x10° Pp/gFW en horas de incubacidn con 4% de celulasa 'y 1% de macerozima a
las 16 horas de incubaciéon (Choury et al., 2018). Y en Rhododendron spp se consiguieron 1.47
x10°Pp/gFW empleando 2% de celulasa y 1% de pectinasa a las 14 horas (Tu et al., 2009). Estos
resultados sugieren que para el ardndano se pueden plantear tratamientos a mayor

concentraciéon de enzimas para aumentar el rendimiento y disminuir el tiempo de incubacion.

Purificacion de protoplastos
Después de finalizar el tratamiento de aislamiento, se obtiene una suspension que
contiene los protoplastos liberados junto con tejido no digerido, restos celulares, protoplastos
rotos y enzimas. La purificacién consiste en separar la mayor cantidad de protoplastos de los
otros componentes evitando provocar dafios en los mismos, para ello se filtra la suspensién y se
realiza un paso de centrifugado que puede ser seguido de la separacién por gradiente de

densidad (Liu, 2005).

En la Tabla 17 se puede observar que, para los experimentos analizados, la velocidad de
centrifugacion va desde los 100 g hasta los 1000 g con una duracién que puede variar desde 3
hasta 7 minutos. Castro (2017), menciona que la estandarizacion de las condiciones de

centrifugado depende de factores como el genotipo de la especie vegetal utilizada y la
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estabilidad de los protoplastos. Por tanto, es posible que sea necesario establecer la velocidad y

el tiempo de la centrifugacion de forma empirica para diferentes sistemas de protoplastos.

La sacarosa se usa ampliamente para generar un gradiente de densidad y purificar los
protoplastos de varias especies vegetales (Power & Davey, 1990). En el experimento realizado
con Jasmonium sambac L. se incluye la purificacién por gradiente osmotico afiadiendo gota a
gota una solucién CPW con sacarosa al 21% sobre los protoplastos suspendidos en una solucién
CPW con manitol al 13%, de esta manera los protoplastos quedan agrupados en la interfase

formada entre las dos soluciones y pueden ser retirados con facilidad (Ahmed et al., 2021).

En el estudio realizado en Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, se reporté un enfoque mas
innovador para la purificacién de protoplastos, después del primer paso de centrifugado, los
protoplastos se suspendieron en una solucién de iodixanol al 65%. Esta sustancia también puede
generar un gradiente de densidad discontinuo, en el cual las células aisladas surgen como una
capa verde, que se recogen con una jeringa (Xu et al., 2021). Chongtham et al. (2020), menciona
gue el iodixanol es un compuesto con baja osmolaridad que se ha estudiado ampliamente en el

aislamiento de células animales.

Cultivo de protoplastos
Para inducir la proliferacion de los protoplastos aislados y la formacién de colonias de
microcallo, se cuenta con varios sistemas de cultivo. Por ejemplo, en el cultivo de protoplastos
del guayabo (Psidium guajava L.) se utilizd medio de cultivo basal MS en ausencia de NH4NOs, ya
gue se ha demostrado que la eliminacién de esta sal del medio de cultivo, favorece la

sobrevivencia de los protoplastos (Sauvadet et al., 1990). Por otro lado, en el caso del manzano
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(Malus domestica Borkh) y el arbol de seda (Albizia julibrissin Durazz), se cultivaron en KM,
medio de Kao y Michayluk (1975), que cubre las necesidades metabdlicas para regenerar las
paredes celulares y ha sido util para cultivos de protoplastos de varias especies vegetales
(Phillips & Garda, 2019). Asimismo, para el jasmin (Jasminum sambac L.) se aplicé el medio de
cultivo WPM, que tiene una alta cantidad de sulfatos y se utiliza ampliamente en especies

lefiosas (Szabados, 1991).

Otro factor importante en el cultivo de protoplastos es la densidad de la poblacion
celular, ya que este parametro puede afectar directamente la mitosis de las células derivadas de
los protoplastos. Roca & Mroginski (1991), mencionan que este valor debe mantenerse entre
10% a 10° Pp/mL. Si la densidad celular es insuficiente, los componentes celulares solubles
pueden fugarse a través de la membrana debido al volumen relativamente alto del medio de
cultivo circundante y no se dividiran (Coleman et al., 2003). Y por el contrario, si la densidad es
demasiado elevada, los protoplastos competiran por los nutrientes del medio y tampoco se

dividiradn (Castro, 2017).

Finalmente, es necesario afiadir reguladores de crecimiento al medio de cultivo
manteniendo un balance auxina/citoquinina que beneficie el desarrollo del callo. La mayoria de
los protoplastos requieren mayor cantidad de auxinas que citoquininas para iniciar la division
celular. No obstante, el tipo de reguladores de crecimiento y su concentracién deben ser
determinados de acuerdo a las necesidades de los protoplastos aislados, ya que un exceso de los
mismos puede provocar complicaciones como la vacuolizacién y ruptura de los protoplastos

(Szabados, 1991).
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

La desinfeccidon de segmentos nodales de ardndano (Vaccinium corymbosum L.) requirié
un tratamiento fitosanitario con 2mL/L de SKUL-27® seguido de un tratamiento de
desinfeccién (T3) con 2% de detergente, 70% de etanol, 4mL/L de SKULL-27® y 3% de
hipoclorito de sodio, donde se consiguié anular la contaminacién bacteriana y mantener

la contaminacidn fungica por debajo de 10% y la oxidacién por debajo de 8%.

El mejor tratamiento para el aislamiento de protoplastos de hojas cultivadas in vitro de
arandano fue el Ta2, que consistid en celulasa 1%, macerozima 1.5% y pectinasa 0.3%,
con un tiempo de incubacidn de 28 horas, dando como resultado 5.95x10* protoplastos

por peso fresco de material vegetal.

En base al andlisis bibliografico para la purificacion de protoplastos se puede concluir
gue con un manejo adecuado de las condiciones de centrifugacién seguido de un paso
de separacidn de los protoplastos por gradiente de densidad se incrementa
notablemente el rendimiento de los protoplastos obtenidos a partir de una muestra
vegetal. Por otro lado, para el cultivo de protoplastos, se debe seleccionar un medio de
cultivo de acuerdo a las necesidades nutrimentales de la planta de interés, también es
transcendental formular una composicién de reguladores de crecimiento que favorezca
la proliferacion de células y la regeneracion de la pared celular, a través del balance

auxina/citoquinina.
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CAPITULO 7: RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar el efecto de diferentes concentraciones de regulador osmético

(manitol) en el rendimiento del aislamiento de protoplastos de arandano.

Se sugiere determinar un disefio experimental para evaluar la eficiencia de tratamientos

de purificacidn con varias condiciones centrifugado.

Se sugiere emplear KM, WPM y MS con ANA y 6-BAP como reguladores de crecimiento

para realizar el cultivo de protoplastos de arandano.

Se recomienda emplear las metodologias de aislamiento de protoplastos de arandano
desarrolladas en este trabajo en futuras investigaciones para el mejoramiento genético

de este cultivo.
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