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SINTESIS

Las plantas de la familia Bromeliaceae son una fuente natural rica en cisteino proteasas, las
cuales se utilizan en la industria alimenticia, biotecnoldgica y farmacéutica. Esto hace que se
incremente el interés por estudiar nuevas fuentes para la obtencion de fitoproteasas.
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. es una planta que pertenece a esta familia y hasta la
fecha no se conocen sus potencialidades en ese sentido. El lento crecimiento de esta planta
unido a la ocurrencia de una sola floracion por afio limitan la disponibilidad de material vegetal
en su habitat natural. La presente investigacidén se realizé con los objetivos de: Aislar, purificar
y caracterizar proteasas a partir de plantas de H. penduliflora crecidas en su habitat natural;
Establecer una metodologia de propagacion in vitro de H. penduliflora para incrementar la
disponibilidad de material vegetal a usar como fuente de extracciones de proteasas y
Determinar el efecto del acido 2-cloroetilfosfonico (ethrel) en la inducccién de proteasas y en
indicadores bioquimicos y fisioldgicos en plantas de H. penduliflora aclimatizadas. Inicialmente,
se colectaron plantas adultas en el Area Protegida Loma de Cunagua y se obtuvieron extractos
proteliticos crudos de hojas, tallos y frutos. Se identifico la presencia de cisteino proteasas
activas y estables en tallos, con masas molares entre 21 000 y 30 000 Da y punto isoeléctrico a
pH acido. Ademads, se aislo, purific6 y caracterizd parcialmente una nueva proteasa: la
pendulifloraina I, con masa molar de 23 412 Da. Esta enzima mostré elevada homologia con
cisteino proteasas de la familia C1 aisladas de plantas de la familia Bromeliaceae. Por otra
parte, se establecié una metodologia para la propagacion in vitro de esta planta, la desinfeccion
de las semillas se logrdé con hipoclorito de sodio (2%, v:v) durante 20 minutos. La mayor
multiplicacion de los brotes se obtuvo en medio liquido de Murashige y Skoog suplementado con
8,8 umol-L'* de 6-benciladenina y 1,61 umol-L'! de &cido naftalenacético. El corte desde la
region apical hasta la base del brote favorecié la multiplicacién. El tiempo de cultivo adecuado
para la multiplicacién fue de 45 dias hasta 6 subcultivos. El enraizamiento in vitro fue mejor en
el medio de Murashige y Skoog suplementado con 3,22 umol-L! de acido naftalenacético. Con
la utilizacion del sustrato cachaza se logrd el mayor indice de supervivencia en la aclimatizacién
de los brotes. Se comprobd que la actividad proteolitica especifica en extractos de tallos de
plantas aclimatizadas tratadas con ethrel (4,5 mg-L!) fue 2,5 veces superior a los obtenidos en
los tallos de plantas provenientes del habitat natural. El ethrel provocd cambios en indicadores

bioquimicos vy fisioldgicos asociados a la senescencia en hojas de plantas aclimatizadas.



1. INTRODUCCION

La biodiversidad y los ecosistemas son una riqueza a explotar y su uso racional incrementa la
posibilidad de obtener fuentes seguras de alimentos y nuevos productos para las industrias
médico farmacéutica y biotecnoldgica. Las plantas producen mas de 20 000 compuestos
guimicos diferentes de los que cada afio se descubren alrededor de 1 600 (Sajc et al., 2000).
Esto implica que las alteraciones que se provocan al medio ambiente se traduzcan en pérdida

de compuestos naturales diversos, antes de conocerse sus propiedades y posibles aplicaciones.

Las enzimas proteoliticas se encuentran dentro de la lista de compuestos naturales aislados a
partir de las plantas (Gonzalez-Rabade et al., 2011). Las proteasas catalizan la hidrdlisis de los
enlaces peptidicos de las proteinas y péptidos (Barrett, 1989). Estas moléculas ocupan la
posicidn mas relevante entre las enzimas industriales y representan el 60% del total de enzimas
comercializadas en el mundo (Feijoo-Siota y Villa, 2011). Durante afios se han utilizado en Ila
medicina, la fabricacién de detergentes, la industria alimenticia y biotecnoldgica, por lo que
generan ganancias de tres billones de USD por afio (Leary et al., 2009). Sin embargo, el
numero de proteasas obtenidas de plantas que se utilizan industrialmente es pequeno (Aehle,

2004). La mayoria de estas son de tipo cisteino como la papaina, la bromelina y la ficina.

La familia Bromeliaceae, mayoritariamente oriunda de Ameérica, incluye 3 172 especies de
58 géneros (Luther, 2008). Su habitat es muy amplio, abarca desde los trépicos himedos vy
calientes, a los subtrépicos frios y secos, lo que cubre una extensa area que comprende desde
el centro de los Estados Unidos hasta la region Norte de Argentina y Chile (Smith, 1934). A
estas plantas se les atribuye gran importancia por su utilidad al hombre desde el punto de vista
social y econdmico (Bennett, 2000). Ademads, se conoce que son una fuente natural rica en
cisteino proteasas (Rowan y Buttle, 1994; Rowan, 1998). Estas enzimas inciden de manera
positiva en la alimentacion, la salud y el bienestar de la humanidad (Barrett et al., 2004, Dubey

et al., 2007).

Se reconoce que el numero de proteasas vegetales aisladas y caracterizadas es aun muy bajo,
s6lo se ha estudiado menos del 1% de las especies vegetales que se conocen (Kasche, 2001).
En la literatura se ha informado sobre el aislamiento, purificacion y caracterizacion de cisteino

proteasas de plantas de la familia Bromeliaceae, pero aun quedan muchos representantes por



Introduccién

explorar, entre los que se encuentra Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. El renovado
interés en la busqueda de nuevas fuentes vegetales para la obtenciéon de estas moléculas esta
sustentado en su amplio espectro de usos y en especial por el reconocimiento de la actividad
antitumoral y antimetastizante que poseen frente a algunos tumores, descrita por Lotz (1991) y
Batkin et al., (1998). Adicionalmente, existe una demanda creciente de vias alternativas para la
alimentaciéon animal y humana que mantiene la necesidad, en especial en los paises en vias de
desarrollo, de contar con enzimas naturales capaces de hidrolizar eficientemente fuentes no

convencionales de alimentaciéon (Maehashi et al., 1999; Morris et al., 2002, 2003).

La obtencion de proteasas a partir de plantas que crecen en su habitat natural se ve afectada
por factores como: las condiciones ambientales (luz, temperatura, precipitaciones), la infeccion
por patégenos, el decrecimiento de las producciones agricolas y la explotacion indiscriminada de
los habitats naturales, lo que incide considerablemente en la biodiversidad y los ecosistemas
(Jaenicke y Bohm, 1998; Mosolov et al., 2001; Margesin et al., 2007). Las plantas de la familia
Bromeliaceae poseen una amplia radiacion adaptativa que estad sustentada por su anatomia,
fisiologia y la amplificacion de sus formas de vida (Vasquez, 2003), lo que les permite ocupar
diversos habitats y nichos ecoldgicos (Medina, 1990). Esto hace que sus poblaciones se vean
severamente afectadas por el cambio climatico global y la antropizacién, lo que contribuye a la
pérdida de material genético y a la disminuciéon del nimero de individuos que integran las
poblaciones vegetales (Guerra y Dal Vesco, 2010). Por eso se hace necesario el estudio de vias

alternativas para la obtencion de estas enzimas sin afectar la ecologia.

En Cuba, pais antillano de gran biodiversidad bioldgica, un alto porcentaje de sus especies,
subespecies, poblaciones y comunidades bidticas se hallan en areas naturales protegidas. De alli
que encontrar un balance entre la necesidad imperiosa de explotar los recursos naturales y
proteger el medio ambiente, es uno de los mayores retos que se enfrenta en la actualidad
(Gonzalez y Fontenla, 2007). Las instituciones cientificas y docentes del pais desarrollan
proyectos de investigacion con el fin de garantizar la conservacion in situ y ex situ de plantas de
interés social o econdmico (Gonzalez y Fontenla, 2007), a cuyo empefio se une el Programa
Nacional de Biotecnologia Vegetal. Este tiene entre sus vertientes la obtencion de productos

naturales de alto valor agregado sin afectar los recursos naturales (Hernandez et al., 2003;
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Borroto et al., 2008; Izquierdo et al., 2010). El cultivo de células y tejidos vegetales se ha
enfocado hacia la produccion de compuestos naturales, los cuales pueden ser utilizados en

diversas esferas de la sociedad (Pérez-Alonso et al., 2009; Borroto et al., 2010).

El cultivo in vitro de células, tejidos y drganos se ha utilizado como herramienta para la
conservacion de plantas de la familia Bromeliaceae, que estan en peligro de extincion (Rech
Filho et al., 2005, 2009; Tarré et al., 2007; Aranda-Peres y Pinheiro, 2009; Dal Vesco y Guerra,
2010; Dal Vesco et al., 2011, 2012), para el mejoramiento génetico (Vervaeke et al., 20044, b)
y para la propagacion masiva de especies de interés comercial (Lin y Yeh, 2008; Duarte et al.,
2009; Santos et al., 2010; Zuraida et al., 2011). Hasta la fecha, no se ha descrito el uso de

estas técnicas para la propagacion de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

Las células vegetales poseen totipotencia biosintética, lo que les permite producir durante el
cultivo in vitro los mismos compuestos quimicos que se encuentran en las plantas madres
(Tamer y Mavituna, 1996). En el género Ananas, estas técnicas se han usado para obtener
proteasas a partir del material vegetal y del medio de cultivo (Apte et al., 1979; Hernandez et
al., 1999, 2009; Fernandez y Pomilio, 2003; Pérez et al., 2003, 2004). Sin embargo, el
rendimiento obtenido es bajo, lo que limita sus potencialidades de uso (Gonzalez-Rabade et al.,
2011). Las enzimas proteoliticas se distribuyen de manera diferencial en los d6rganos de la
planta, de ahi que en ocasiones sea necesario un mayor grado de diferenciacién celular del que
se alcanza durante el cultivo in vitro para inducir su biosintesis y acumulacién (Yamamoto vy

Tabata, 1989).

El crecimiento y el desarrollo de las plantas esta influenciado, en gran medida, por los
reguladores de crecimiento (Gray, 2004; Ross y Reid, 2010). Las proteasas juegan un papel
importante en diferentes etapas del desarrollo, facilitando los cambios de un estado a otro
(Viestra, 1996). Esto hace que la biosintesis y acumulacion de estas enzimas pueda ser inducida
por fitohormonas (Jones et al., 1995; Ye y Varner, 1996; Martinez et al., 2003, 2009). El etileno
o un inductor de esta fitohormona se ha utilizado para lograr este propdsito (Chen et al., 2002;

Jing et al., 2005; Kaushal et al., 2009; Schaller, 2012).
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De los antecedentes descritos y a partir de la hipdtesis: “Hohenbergia penduliflora (A. Rich.)
Mez produce proteasas que no se han identificado hasta el momento, y su propagacién in vitro
y la induccién de estas enzimas en plantas aclimatizadas constituye una alternativa para

obtener extractos proteoliticos”, el presente trabajo experimental abordd como objetivos:

1. Aislar, purificar y caracterizar proteasas a partir de plantas de Hohenbergia penduliflora
(A. Rich.) Mez. crecidas en su habitat natural.

2. Establecer una metodologia de propagacién in vitro de Hohenbergia penduliflora (A.
Rich.) Mez para incrementar la disponibilidad de material vegetal a usar como fuente de
extracciones de proteasas.

3. Determinar el efecto del acido 2-cloroetilfosfonico (ethrel) en la induccién de proteasas y
en indicadores bioquimicos y fisioldgicos en plantas aclimatizadas de Hohenbergia

penduliflora (A. Rich.) Mez.
NOVEDAD CIENTIFICA
Se describe una nueva cisteino proteasa aislada a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora
(A. Rich.) Mez. Ademas, por primera vez se establece una metodologia para la propagacién in
vitro de esta planta. Son los primeros estudios donde se utiliza el ethrel para la induccién de
proteasas en tallos de plantas aclimatizadas Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.
VALOR PRACTICO
Los nuevos preparados proteoliticos obtenidos en esta investigacion podrian utilizarse en la
biotecnologia, la industria médico-farmacéutica y alimenticia. Con I|a metodologia de
propagacion propuesta se incrementa la disponibilidad de material vegetal para la obtencién de
proteasas, lo que reduce los dafnos ambientales que ocasiona la extraccion de las plantas de su
habitat natural. Con la aplicacion del ethrel a plantas aclimatizadas se alcanzan y superan los
niveles de actividad proteolitica detectados en el material vegetal proveniente del habitat

natural.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades de la familia Bromeliaceae y caracteristicas de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez.

Los miembros de la familia Bomeliaceae se caracterizan por ser plantas herbaceas o
subarbustivas con tallo muy reducido. Esta familia de monocotileddneas poseen hojas
alargadas, enteras o aserradas (que pueden terminar en espinas), con frecuencia jaspeadas o
coloreadas, dispuestas a manera de roseta. Las flores son hermafroditas y surgen del centro de
la roseta en espiga o solitarias, generalmente con bracteas conspicuas de colores vivos. El
periantio tiene tres sépalos y tres pétalos. Los estambres son seis, soldados a la corola. Poseen
ovario tricarpelar, infero o stpero. El fruto en baya o capsula, con semillas numerosas (Coppens

d "Eeckenbrugge y Leal, 2003).

Los estudios anatémicos muestran que esta es una familia natural y bien diferenciada, que se
caracteriza por la presencia de tricomas foliares peltados de morfologia muy variable los cuales
poseen un largo pedicelo uniseriado completamente embutido en la epidermis. Las células
epidérmicas poseen paredes marcadamente sinuosas, las interiores mas engrosadas que las
exteriores, y usualmente incluyen un cuerpo silicoso grande. Las hojas presentan una
hipodermis que se diferencia en secciones externas e internas, la ultima desarrolla por lo
general un tejido acuifero profundo en la regidon adaxial. El tallo incluye una capa meristematica
bien diferenciada asociada con la insercion de trazas radicales entre la corteza y el cilindro

central. La corteza incluye numerosas raices intracaulinares (Medina, 1990).

Algunos géneros pertenecientes a esta familia poseen alto valor ornamental, entre los que se
encuentran: Vriesea, Nidularium, Guzmania, Aechmea y Billbergia (Company listing, 2005).
Pocos miembros de la familia Bromeliaceae se han estudiado en busca de constituyentes
guimicos (Coelho et al., 2010). La especie mejor estudiada y mas comercializada es Ananas
comosus (L.) Merr (Davey et al., 2007; Van de Poel et al., 2009). Esta familia se caracteriza por
poseer proteasas en cantidades superiores a las fisioldgicamente necesarias (Barrett, 1989), lo
gue constituye una potencialidad muy atractiva debido a las multiples aplicaciones atribuidas a

dichas enzimas.
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Esta familia se subdivide en tres subfamilias de acuerdo, esencialmente, a la estructura del
aparato reproductor: Pitcairnioideae, Tillandsioideae y Bromelioideae. Los miembros de la
subfamilia Pitcairnioideae son los menos especializados y mas primitivos de la familia, casi
todos son terrestres. En el caso de los representantes de la subfamilia Tillandsioideae, aunque
poseen caracteres florales y frutales relativamente primitivos, se caracterizan por contar con
tricomas epidérmicos y poseen la morfologia y anatomia mdas avanzada dentro de la familia. La
mayoria de sus especies son epifitas, un estilo de vida evolucionado (Coppens d Eeckenbrugge

y Leal, 2003).

Por su parte, la subfamilia Bromelioideae constituye la mas evolucionada segun la estructura de
sus organos reproductores. Es la mas diversa, tiene el mayor nimero de géneros (32), pero el
menor numero de especies (800) con un amplio rango de vida: terrestre, epifito o rupicola
(Schulte et al., 2009). Su centro de origen se localiza en los bosques lluviosos de la Mata
Atlantica del Oriente en Brasil y se distribuye por toda la América tropical y subtropical
(Bennett, 2000). Martin (1994) informd que las plantas de esta subfamilia poseen un
mecanismo fotosintético CAM (metabolismo acido de las crasulaceas) obligado tanto para
plantas terrestres como epifitas. Poseen una fitotelma (cavidad, cisterna o tanque formado por
la base de las hojas envainadoras en roseta) mejor desarrollada, la cual se llena de agua y esta
a menudo habitada por organismos acuaticos (Bennett, 2000). En Cuba esta subfamilia esta
representada de manera natural por cuatro géneros con cinco especies: Aechmea nudicaulis
(L.) Griseb., Ananas comosus (L.) Merrill, Bromelia pinguin L., Bromelia karatas L. y

Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez, distribuidas en todo el pais (Sauget, 1946).

El género Hohenbergia estd formado por 61 especies (Luther, 2008). Su centro de origen se
ubica en Colombia, al oste de la Cordillera de los Andes y esta distribuido por toda América, con
la mayor representacion de las especies en Brasil (73%) y las Antillas (27%). Las plantas
pertenecientes a este género pueden tener habito de vida terrestre, saxicola o epifito. Se
caracterizan por poseer hojas con espinas en los bordes, dispuestas en roseta que cubren al
tallo reducido y forman una fitotelma casi cerrada donde se acumula el agua. La inflorescencia
es una espiga bien desarrollada, generalmente el raquis es bipinnado aunque también puede

ser digitado o simple. Las flores estan sobre conos cilindricos o en ramas sésiles. Los sépalos
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son asimétricos, muy poco connatos. Los pétalos tienen un apéndice con escamas bien
desarrolladas. En las flores el tubo epigino es poco profundo o estd ausente. Los restos de los
ovarios se distiguen en el pedicelo de los frutos. El polen posee dos o cuatro poros. Las

placentas son apicales y los évulos son obtusos o alargados (Smith y Till, 1998).

Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. es una planta epifita que se encuentra distribuida por
toda Cuba y Jamaica. Posee hojas anchas (50-100 cm) con espinas en el limbo que pueden
alcanzar hasta 2 mm de tamafio. Las flores se agrupan en una inflorescencia a manera de
espiga. Son hermafroditas con pétalos no linguados. El ovario es infero con tres lobulos y posee
numerosos 6vulos. El fruto es una baya subglobosa que posee numerosas semillas (Sauget,
1946). En esta planta, las raices tienen solamente funcion mecanica. La base de las hojas es
tiesa y expandida y forman una fitotelma bien desarrollada, casi cerrada donde pueden
almacenar cantidades considerables de agua y nutrientes. La regién de la vaina de las hojas
posee numerosos pelos escamosos con el margen ligeramente lobado que garantizan la
absorcion del agua y los nutrientes hacia el interior de los tejidos de almacenamiento (Proenga
y Sajo, 2004). Los estudios anatémicos de las hojas demostraron la presencia de una cuticula
gruesa, una sola capa de hipodermis mecanica con paredes finas y extensiones
esclerenquimatosas de la vaina de los haces (Campos, 2010). Los estomas se caracterizan por
tener las células subsidiarias y vecinas mas hundidas que las células epidérmicas; con ello, las
células guardianes pueden reducir la transpiracién por oclusion de la camara subestomatica o

por no apertura del interior del poro (Tomlinson, 1969).

Las plantas de la familia Bromeliaceae constituyen un subsistema ecolégico complejo que
influye en la estabilidad de los ecosistemas. El proceso progresivo de devastaciéon que sufren los
habitats naturales causa una marcada reduccion de la biodiversidad. Estas pérdidas también se
observan en la flora epifita, rica en especies de esta familia (Coffani Nunes, 2002). Varias
especies de esta familia se encuentran en peligro de extincibon o amenazadas (Mercier vy
Kerbauy, 1995; Pompelli y Guerra, 2005, Rech Filho et al., 2005, Droste et al., 2005, Tarré et
al., 2007; Aranda-Peres y Pinheiro, 2009). Actualmente, Hohenbergia penduliflora (A. Rich.)
Mez no se encuentra contemplada entre las plantas en peligro de extincion o amenazadas en

Cuba (Berazain et al., 2005). Sin embargo, sus habitats naturales estan sufriendo serias
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afectaciones debido a la accidn del hombre y a los fendmenos naturales (Gonzdlez y Fontenla,
2007). Es por ello que un manejo adecuado de esta especie garantizaria su conservacién y
permitiria realizar estudios en busca de constituyentes quimicos que puedan utilizarse en
diversas esferas de la vida sin afectar la biodiversidad.

2.2 Aislamiento, purificacion y caracterizacion de proteasas de origen vegetal y en
particular de la familia Bromeliaceae.

El andlisis de secuencias completas de varios genomas ha mostrado que aproximadamente el
2% de la informacién genética son proteasas, lo que indica que es éste uno de los grupos
funcionales de enzimas mas grande y mejor caracterizado (Barrett et al., 1998). Las enzimas
proteoliticas pueden clasificarse de acuerdo con el mecanismo catalitico, la especificidad del
sustrato, la localizacién celular, la estructura y la funcién. Rawlings et al. (2010) propusieron un
sistema en el que las proteasas se agrupan segun los residuos del centro activo y su mecanismo
de accion en siete grupos: serino, cisteino, aspartico, metalo, glutamico, aspargina y treonina.

En las plantas solo se han descrito cinco grupos: serino, cisteino, aspartico, metalo y treonina.

Las cisteino proteasas estan ampliamente distribuidas entre los organismos vivos (Grzonka, et
al., 2001). Incluyen varias catepsinas lisosomales, calpainas (proteinas citosédlicas activadas por
calcio) y proteasas de plantas. Las cisteino proteasas de la familia C1 son las mas abundante
dentro de esta clase, la integran la papaina, otras proteasas de plantas (quimopapaina,
caricaina, bromelina, actinidina, ficina, aleuraina) y catepsinas lisosomales B, H, L, S, C y K.
Son relativamente pequefias con valores de masa molar de 20 000 a 35 000 Da (Turk et al.,
1999). Son activas a pH ligeramente acido y su pH éptimo en la hidrdlisis de sustratos sintéticos
varia entre 5,6 y 6,8. En animales se localizan en lisosomas y en el citosol (Grzonka et al.,
2001), mientras que en plantas generalmente pueden encontrarse en las vacuolas y la pared

celular (Grudkowska y Zagdanska, 2004).

De acuerdo con el sistema de clasificacion MEROPS, las cisteino proteasas comprenden mas de
40 familias que se agrupan en seis superfamilias o clanes (Barrett et al., 2001). La mayor parte
de las cisteino proteasas de plantas pertenecen a la familia de la papaina y la legumaina. Se
conoce la secuencia aminoacidica de mas de 50 cisteino proteasas de la familia de la papaina y

15 de la familia de la legumaina (Fisher et al., 2000). En las plantas, estas enzimas son las
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responsables del 30% de la actividad proteolitica total en 6rganos maduros no senescentes
(Grudkowska y Zagdanska, 2004). Ademas se activan rapidamente ante estimulos internos vy
externos, incrementandose su actividad hasta el 90% de la actividad proteolitica total

(Wisniewski y Zagdanska, 2001).

Varias proteasas se han aislado de plantas de diferentes familias botanicas, entre las que se
encuentran: Euphorbiaceae (Domsalla y Melzig, 2008), Asclepiadaceae (Trejo et al., 2001;
Liggieri et al., 2009); Asteraceae (Duarte et al., 2007, 2008; Vairo Cavalli et al., 2008);
Apocynaceae (Freitas et al., 2007; Tomar et al, 2008; Holenarasipura et al., 2010); Meliaceae
(Uchikoba et al., 1999); Poaceae (Martinez et al., 2007; Yang et al., 2011); Iridaceae (Uchikoba
et al., 2002); Phytolaccaceae (Sussner et al., 2004); Fabaceae (Zhang et al., 2006; Jinka et al.,
2009); Solanaceae (Vallés et al., 2008); Moraceae (Devaraj et al., 2008, Singh et al., 2008,
Sharma et al., 2009; Corrons et al., 2012); Zingiberaceae (Nagarathnam et al, 2010;
Karnchanatat et al., 2011) Caricaceae (Kyndt et al., 2007; Gavira et al., 2007; Torres et al.,
2010) y Bromeliaceae (Rowan y Buttle, 1994; Hernandez et al., 1999; Bruno et al., 2003, 2006,
2008; Abreu et al, 2005, 2008; Cabral et al., 2006).

Las plantas de la familia Bromeliaceae producen gran cantidad de proteasas. Aparentemente
estas enzimas no tienen una funcién bioldgica definida en el crecimiento de las plantas (Boller,
1986; Van der Hoorn, 2008). Hasta la fecha se han aislado y caracterizado parcialmente varias
proteasas de esta familia: la ananina, comasaina, bromelina de fruto y bromelina de tallo a
partir de varios 6rganos de Ananas comosus (L.) Merrill (Napper et al., 1994; Rowan y Buttle,
1994; Hernandez et al., 1997, 1999), la hemisfericina a partir de Bromelia hemisphaerica
Lamarck (Agundis et al., 1977; Ochoa et al., 1987), la pinguinaina a partir de frutos de
Bromelia pinguin L. (Abreu et al., 2005, 2008); la karatasina de frutos de Bromelia plumieri (E.
Morren) L.B. Smith (Montes, 1990), la macrodontaina I y II de frutos inmaduros de
Pseudananas macrodontes (Morr.) Harms (Natalucci et al., 1996; Ldopez et al. 2000, 2001); la
balansaina I de frutos inmaduros de Bromelia balansae Mez (Pardo et al., 2000). Ademas se
han obtenido la hieronymaina I, II y III aisladas de frutos inmaduros de Bromelia hieronymii
Mez (Bruno et al., 2003, 2006, 2008) y la fastuosaina extraida de frutos inmaduros de Bromelia

fastuosa Lindl (Cabral et al., 2006). También se han aislado proteasas de frutos de Bromelia
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serra Griseb. (Caffini et al., 1988), Bromelia palmeri Mez y Bromelia sylvestris Willd. ex Link
(Hernandez Arana et al., 1983), Bromelia laciniosa Mart. (Buttazzoni et al., 1984; Priolo et

al., 1986) y Bromelia antiacantha Bertoloni (Vallés et al., 2007).

Las cisteino proteasas que se obtienen de plantas de la familia Bromeliaceae se utilizan en la
industria alimenticia como tenderizador de carnes (Foda et al., 1980; Sullivan y Calkis, 2010),
para obtener huevos deshidratados (Lawrie, 1985; Bailey y Light, 1989), para la clarificacion de
vinos y cervezas (Jones, 2005; Benucci et al., 2011), para hidrolizar gluten (Wang et al., 2007)
y para obtener hidrolizados proteicos de pollo y pescado (Aspmo et al., 2005). También se usan
en la industria farmacéutica para tratar trastornos del sistema digestivo (Chandler y Mynott,
1998; Kane y Goldberg, 2000; Mynott et al., 2002; Stepek et al., 2005); como antinflamatorio
(Kelly, 1996; Heyll et al., 2003; Fitzhugh et al., 2008; Onken et al., 2008; Chobotova et al.,
2009; Aiyegbusi et al., 2011); para el tratamiento de la artritis (Brien et al., 2004), en
oncologia (Guimaraes-Ferreira et al., 2007; Beuth, 2008; Salas et al., 2008; Bhui et al., 2010;
Otsuki et al., 2010), para eliminar tejidos necrosados (Rosenberg et al., 2004) y en la

identificacion de anticuerpos (Rookard et al., 2009).

En la purificacion de proteinas y péptidos usualmente se utilizan diferentes tipos de
cromatografias, técnicas electroforéticas, ultrafiltracion, precipitacién u otros procedimientos
(Safarik y Safarikova, 2004). No existe una metodologia Unica mediante la cual puedan
purificarse todas las cisteino proteasas. Para establecer un esquema de purificacion se hace
necesario contar con un método de extraccion adecuado, conocimiento relativo de la enzima vy

establecer con que propésito la enzima purificada sera utilizada (Chavez et al., 1990, 2002).

A partir de plantas de la familia Bromeliaceae se han purificado varias cisteino proteasas con el
uso de diferentes métodos cromatograficos por FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), por
ejemplo: se logré la purificacion de balansaina I a partir de extractos de frutos inmaduros de
Bromelia balansae Mez. El procedimiento consistid en una precipitacién fraccionada con etanol y
luego el intercambio anidnico en una matriz de DEAE-Sefarosa, tampdn Tris-HCl 50 mmol-L?,
pH 8,0 a 4°C y gradiente lineal de cloruro de sodio entre 0-0,25 mol-L''. Se obtuvo un
rendimiento de 48,3% (Pardo et al., 2000). Lépez et al. (2001) purificaron dos cisteino

proteasas (macrodontaina I y II) a partir de frutos de Pseudoananas macrodontes (Morr.)

10
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Harms, mediante precipitacion fraccionada con acetona seguida de intercambio anidnico en
matriz Q-Sefarosa, pH 8,3 y elucion con gradiente lineal de cloruro de sodio entre 0,05-

0,30 mol-L!. Los rendimientos fueron de 21 y 10% para macrodontaina I y II respectivamente.

Bruno et al. (2003, 2006, 2008) purificaron hieronymaina I, II y III a partir de extractos de
frutos inmaduros de Bromelia hieronymii Mez. Inicialmente realizaron un fraccionamiento
acetdénico y obtuvieron un preparado parcialmente purificado. Luego, estos autores realizaron
un intercambio catidnico utilizando como matriz CM-Sefarosa y purificaron la hieronymaina I.
Para purificar la hieronymaina II y III siguieron la misma secuencia de purificacién.
Primeramente realizaron una cromatografia de intercambio anidénico con matriz Q-Sefarosa.
Seguidamente la fraccion de interés en cada caso se recromatografié por intercambio cationico

en SP-Sefarosa.

La bromelina de tallo es la proteasa mayoritaria en los extractos de pifia, de ahi que la mayoria
de los procesos de purificacidon para diferentes érganos de Ananas comosus (L.) Merrill estan
relacionados con esta enzima (Rowan, 1998). Las multiples formas cromatograficas mostradas
por esta enzima es un tema muy debatido en la literatura especializada. La presencia de
moléculas de caracteristicas muy similares en el extracto de partida hace que los rendimientos

de las purificaciones sean bajos.

Los primeros datos de bromelina purificada proceden de estudios realizados por Murachi et
al. (1964). Estos autores extrajeron el jugo de frutas verdes y maduras a presion con una
prensa hidraulica. Luego precipitaron las proteinas con acetona fria y purificaron la bromelina
por cromatografia de intercambio idnico en DEAE-Celulosa. Murachi, (1970) usd el mismo
proceso pero precipitd el jugo de tallo con sulfato de amonio al 70% vy logré un preparado

proteolitico con una actividad especifica de 1,15 U-mg™ de proteinas.

Thomson et al. (1980) patentaron un procedimiento de purificacion de bromelina a partir de
extracto crudo de tallo, que se purifico de forma combinada con el uso de un intercambiador
catidnico con grupos funcionales acidos (en forma de H* 6 NH**) y un segundo intercambiador
aniodnico en forma de bicarbonato. Tisseau (1986) sugiri6 un método similar, en el que, al

preparado precipitado se le ajusté el pH de 3 a 6, se tratd la solucidn con 6xido o hidroxido de

11
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magnesio. El jugo se pasoé por resinas de intercambio iénico y se colectaron las fracciones con

actividad bioldgica.

Con el objetivo de completar la caracterizacién de las proteasas presentes en extractos de tallos
de pifia, Rowan y Buttle (1994) purificaron el preparado proteolitico por cromatografia de
intercambio catidnico en columnas Mono S HR 5/5 en FPLC. En investigaciones posteriores el
preparado crudo de tallos se fracciond, de manera similar en dos etapas (FPLC, columnas
Mono S HR 5/5 equilibradas en tampoén bicina). Los componentes basicos se separaron y
caracterizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida, espectrometria de masa y secuencia
aminoacidica parcial (Harrach et al., 1995). En otros estudios se aislaron y caracterizaron dos
formas acidas de una proteasa de tallo mediante dos pasos de purificacion: primero intercambio
catidnico para remover los componentes basicos y luego intercambio anidnico en FPLC (Harrach

et al., 1998).

Hernandez et al. (2003) informaron sobre la obtencién y purificacion de bromelina a partir de
tallos de Ananas comosus (L.) Merrill. La extraccidn de proteasas se logré con el uso de una
metodologia que disenaron y patentaron Hernandez et al. (1997) en la que se emplean
protectores del centro activo de la enzima a un pH cercano al fisioldgico de la planta y alejado
del éptimo, para evitar la autoproteolisis. La purificacion de bromelina se realizé mediante la
combinacidon de cromatografia de exclusion en geles de Sefadex G-100 e intercambio idnico en

Carboximetilcelulosa-52. El rendimiento informado fue de 42% y el grado de pureza de 2,47.

Hale et al. (2005) lograron la purificacién de tres fracciones activas a partir de extractos de
frutos de Ananas comosus (L.) Merrill por intercambio catiénico con una matriz SP-Sefarosa de
flujo répido en FPLC. La columna se estabilizd con tampoén acetato 20,0 mmol-L™!, pH 5. Las
proteinas retenidas en la columna se eluyeron con un gradiente lineal en 0-1,0 mol-L™! de
cloruro de sodio en el tampdn de corrida. Las fracciones de interés se colectaron, se dializaron y

luego se concentraron para su posterior caracterizacion.

Los estudios de cinética enzimatica permiten dilucidar los factores que afectan la velocidad de
las reacciones enzimaticas, los mas importantes son: la concentracion de enzima, la
concentracion de los ligandos (sustratos, productos, activadores e inhibidores), el pH, la fuerza

idnica y la temperatura. Cuando todos estos factores se analizan de una manera adecuada se

12



Revisidn bibliogréafica

puede conocer mucho acerca de la naturaleza de una enzima y constituyen una herramienta
analitica muy poderosa no so6lo para la bioquimica, sino también para la biotecnologia
(Chavez et al., 1990). Las cisteino proteasas de la familia C1 se caracterizan por presentar

actividad proteolitica variable en dependencia del sustrato que se utilice (Barrett et al., 2004).

El pH afecta de diversos modos la velocidad de las reacciones enzimaticas. Los estudios de pH
brindan informacion valiosa sobre el modo de accidon de las enzimas y los grupos presentes en
el centro activo. La determinaciéon de la eficiencia catalitica en dependencia del pH frente a
diferentes sustratos ha permitido realizar importantes deducciones de los mecanismos de accién
de las cisteino proteasas. Estas enzimas exhiben perfiles amplios de actividad en funcién del pH
para sustratos naturales y sintéticos. Grzonka et al. (2001) informaron que las cisteino

proteasas poseen elevada actividad hidrolitica en un rango de pH entre 4,0 y 6,5.

La determinacion del pH optimo de cisteino proteasas aisladas a partir de plantas de la familia
Bromeliaceae con caseina como sustrato evidencié que la balansaina I posee un rango de pH
optimo entre 8,8-9,2 (Pardo et al., 2000, 2001), la macrodontaina I entre 6,1-8,5 (Natalucci et
al., 1996, Lopez et al., 2000); la macrodontaina II entre 7,5-8,5 (Lépez et al., 2000), la
hironymainal y III entre 8,5-9,5 (Bruno et al., 2003, 2008) y la hemisfericina

aproximadamente 8 (Agundis et al., 1977; Montes et al., 1990).

En el caso de la ananaina el pH optimo es aproximadamente 7 para azocaina como sustrato
(Barrett et al., 1998). Por su parte, el pH éptimo de la bromelina para la hidrdlisis varia entre 5
y 7 en dependencia del sustrato que se use. Los principales valores informados son: pH 7, si se
utiliza como sustrato azocoll (Daley y Vines, 1978), entre pH 6-8 para caseina y hemoglobina y

pH 5 cuando se usa gelatina como sustrato (Awang y Razak, 1978).

La velocidad de la mayoria de las reacciones enzimaticas aumenta con la temperatura, pero
hasta un valor determinado que no conspire con la estabilidad estructural de la molécula. La
actividad catalitica de las enzimas depende entre otros factores del mantenimiento de la
estructura tridimensional, que se mantiene por un nimero grande de enlaces no covalentes
débiles. Si la molécula absorbe demasiada energia, la estructura tridimensional se altera, la
enzima se desnaturaliza y pierde la actividad catalitica. Si la reaccién enzimatica ocurre a una

temperatura a la cual no hay desnaturalizaciéon y la enzima exhibe una actividad constante

13
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durante un periodo de tiempo tan largo como el de duracion del ensayo se puede hablar de
temperatura “6ptima”. Independientemente de la importancia de la temperatura para las
reacciones enzimaticas, la mayoria de los ensayos se realizan por conveniencia a 25 6 37°C.

(Chavez et al., 2002).

En investigaciones de hidrdlisis de proteinas naturales con bromelina la enzima demostré ser
relativamente estable a temperaturas superiores a 40°C. Para procesos de hidrdlisis se
recomienda trabajar de 50-60°C, valores para los que se observa la mejor velocidad de
reaccién (Awang y Razak, 1978). La curva de maxima capacidad cal6rica de bromelina ocurri6 a
59,3°C. La pérdida de estructura terciaria de la bromelina, la papaina y la caricaina por efecto
de la temperatura es totalmente irreversible. A temperaturas inferiores a 20°C no se observa un
incremento considerable de la velocidad de reaccién, a temperaturas superiores a 90°C es
evidente la pérdida de actividad por desnaturalizacion (Arroyo-Reyna y Hernadndez-Arena,

1995).

El uso de inhibidores de proteasas facilita la determinacion del mecanismo catalitico de estas
enzimas. Salvesen y Nagase (2001) informaron el uso de diferentes inhibidores irreversibles en
ensayos de inhibicidon que permiten dilucidar el tipo catalitico de las enzimas presentes en los
extractos. Estos autores plantearon que las metalo proteasas se inhiben irreversiblemente con
1,10-fenantrolina, las serino proteasas con fluoruro de fenilsulfonilmetano (PMSF), las proteasas
asparticas con acido isovaleril-L-valil-L-valil-4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoil-L-alanil-4-
amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico (pepstatina A) y las cisteinicas con el trans-(Epoxisuccinil)-

L-leucilamino-4-guadino butano (E-64).

Varias cisteino proteasas de plantas se han ensayado frente a E-64. Araujaina I se vid inhibida
totalmente frente a este inhibidor (Priolo et al., 2000). Resultados similares obtuvieron
Morcelle et al. (2004), Vallés et al. (2008) y Liggieri et al. (2009) cuando utilizaron funastraina
cll, granulosaina I y asclepaina clII, respectivamente. Entre las cisteino proteasas obtenidas de
plantas de la familia Bromeliaceae, la macrodontaina I y II (Lépez et al., 2000), la balansaina I
(Pardo et al., 2000) y la hironymaina I, II y III (Bruno et al., 2003, 2006, 2008) se inhiben con

este compuesto. La bromelina exhibe una inhibicién cinética inusual frente a E-64 lo que difiere
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del resto de la endoproteasas cisteinicas. Por su parte, la ananaina es eficientemente inhibida

por E-64 (Rowan et al., 1990; Napper et al., 1994).

Para los estudios de caracterizacion enzimatica resulta muy util la electroforesis de proteinas en
geles de poliacrilamida en presencia de duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Este método
permite determinar la masa molar aparente de cualquier proteina comparada con proteinas
patrones de masas molares conocidas (Laemmli, 1970). El isolectroenfoque (IEF) es otro
método electroforético de alta resolucion que permite analizar muestras muy complejas vy
determinar el punto isoeléctrico de las proteinas (pI). En el IEF, las proteinas se separan en un
gradiente continuo de pH al aplicar un campo eléctrico (Voet y Voet, 1992). Por su parte, la
electroforesis bidimensional combina la separacion por masa molar y punto isoeléctrico. Esto
permite una caracterizacion mas completa de la proteina objeto de analisis (O’ Farrel, 1975;
Wang et al., 2006). El zimograma es una técnica que permite determinar las fracciones activas
presentes en la muestra de interés después que se realiza la corrida electroforética

(Westergaard et al., 1980).

La identificacion de una nueva proteina se logra cuando se conoce su masa molar y la secuencia
aminoacidica, al menos de su extremo amino terminal. El conocimiento de estos aspectos,
generalmente permite establecer la similitud y/o la diferencia de la proteina aislada con las
descritas en las bases de datos de secuencias de nucledtidos y de genomas (Obregén et al.,
2009a). La espectrometria de masas se reconoce como el método mas seguro y sensible para
obtener la informacion sobre la masa molar de moléculas pequefias. La incorporacion de
procesos suaves de ionizacion como el de desorcidén/ionizacidn por matriz asistida con laser
(MALDI) permite la deteccion de proteinas y de otros biopolimeros (Thiede, 1997, Obregén et
al., 2009a). La comparacién de las secuencias amino terminal de las proteasas aisladas de
plantas de la familia Bromeliaceae demuestra que estan estrechamente relacionadas. Estas
enzimas se asemejan mas entre si que con otros miembros de la familia de la papaina, lo que

evidencia una divergencia evolutiva relativamente reciente (Rowan y Buttle, 1994).

2.3 Propagacion de plantas de la familia Bromeliaceae.

Las plantas de la familia Bromeliaceae se propagan de manera natural a partir de semillas o por

la separacién de brotes laterales (Jones y Murashige, 1974). La propagacion sexual es un
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proceso muy lento y en ocasiones depende de las condiciones ambientales (Rauh, 1990;
Landgraf y Paiva, 2009). La reproduccién sexual también se ve limitada porque la floracion de
algunas especies de esta familia ocurre una sola vez en su ciclo de vida o una vez por afo
(Candido, 1995, 1996). Por su parte, la propagacion asexual depende de la aparicion de brotes
después del periodo de la floracidon. Estos crecen a partir de las yemas axilares y se pueden
independizar cuando hayan alcanzado un tercio del tamafio de la planta madre, en este
momento ocurre el enraizamiento espontaneo. En general las bromelias producen uno o dos
brotes, pero cuando el primero se remueve, el otro brote que se encuentran en estado de
dormancia se desarrolla para formar una nueva planta. Esta via tiene como inconveniente que

el material vegetal es escaso y conlleva a la introduccién de enfermedades (Wall, 1988).

Los protocolos de propagacion in vitro para las plantas de esta familia se han establecido a
partir del cultivo de apices, yemas axilares y explantes de hojas provenientes de plantas adultas
(Pierik y Sprenkles, 1991; Barboza et al., 2004; Pereira et al., 2008), a partir de la germinacién
de las semillas (Mercier y Kerbauy, 1997; Alves y Guerra, 2001, Pompelli y Guerra, 2005,
Duarte et al., 2009), y por la formacién de yemas adventicias a partir de la parte basal de las

hojas removidas de cultivos asépticos (Carneiro et al., 1999).

La germinacién in vitro de semillas de plantas de esta familia es una posibilidad para la
propagacion rapida de estas especies. Ademas, constituye una estrategia interesante para
mantener la variabilidad genética existente en las poblaciones naturales (Rech Filho et al.,
2005). Generalmente, los resultados obtenidos con este procedimiento son superiores al

método convencional (Pierik et al., 1984; Mercier y Kerbauy, 1995).

En los protocolos de micropropagacion de varias plantas de esta familia, las semillas se han
utilizado como explante inicial, entre las que se encuentran: Tillandsia circinatta Schelecht
(Benzing, 1970), Guzmania minor Mez, Guzmania lingulata (L.) Mez y Vriesea splendens
(Brongniart) Lemaire (Pierik et al., 1984), Vriesea hieroglyphica (Carriere) E. Morren (Mercier y
Kerbauy, 1994; Aranda-Peres et al., 2009), Puya raimondii Harms. (Suni et al., 2001), Vriesea
reitzii Leme y Costa (Rech Filho et al., 2005, 2009), Dyckia distachya Hassler (Pompelli y
Guerra, 2005), Dyckia maritima Baker (Lopes et al., 2008); Vriesea gigantea Gaudichaud y

Vriesea philippocoburgii Wawra (Droste et al., 2005), Tillandsia eizii L.B. Smith (Pickens et al.,
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2003; Toledo-Aceves y Wolf, 2008), Nidularium fulgens Lemaire (Duarte et al., 2009), Vriesea
scalaris E. Morren (Lopes et al., 2009) ; Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez (Garcia et al.,
2009); Vriesea friburguensis Mez, Vriesea unilateralis (Baker) Mez (Aranda-Peres et al., 2009) y

Billbergia zebrina (Herbert) Lindley (Dal Vesco et al., 2011).

Una practica muy generalizada para lograr la desinfeccién de las semillas que muestra buenos
porcentajes de germinacion (92-100%) en esta familia es el uso de etanol 70% (v:v) por cortos
periodos de tiempo (2-5 minutos) seguido de hipoclorito de sodio (1,5-5%, v:v) durate 20-30
minutos (Pompelli y Guerra, 2005; Rech Filho et al., 2005; Garcia et al., 2009; Duarte et al.,

2009; Guerra y Dal Vesco 2010; Santos et al., 2010).

Para desarrollar una metodologia de propagacion in vitro, es esencial establecer la fase de
multiplicaciéon. Determinar el tipo y la concentracién de los reguladores de crecimiento resulta
de suma importancia para lograr el éxito en dicha fase. Los reguladores del crecimiento que se
afaden al medio de cultivo interaccionan con las fitohormonas enddgenas controlando el
crecimiento y la morfogénesis (George et al., 2008). Varias citoquininas: 6-benciladenina (BA);
6-furfuril  aminopurina (kinetina); N-phenyl-N"-1,2,3-thidiazol-5-ylurea (TDZ) vy 2-
isopentiladenina (2iP) se utilizan para promover los diferentes eventos morfogenéticos en
plantas de la familia Bromeliaceae. En el caso de las auxinas, generalmente se usa el acido
naftalenacético (ANA) durante esta fase del crecimiento in vitro. El efecto de la combinacién de
la BA y el ANA se ha estudiado con frecuencia dentro de la micropropagacién de esta familia

(Guerra y Dal Vesco, 2010).

Hosoki y Asahira (1980) utilizaron 4,4 ymol-L'! de BA y 5,37 umol-L'! de ANA en la
multiplicacidon de Vriesea poelmanii L.B. Smith, Aechmea fasciata (Lindley) Baker y Quesnelia
quesneliana (Brongniart) L.B. Smith. Moore et al. (1992) obtuvieron los mejores resultados en
la multiplicacién de brotes de Ananas comosus (L.) Merrill con 8,8 umol-L' de BA y
10,74 ymol-L'! de ANA. Por su parte, Daquinta y Benegas (1997) recomendaron 9,3 pmol-L! BA
y 1,61 umol-L'! de ANA para el ahijamiento exitoso de esta misma especie. Para el ahijamiento
de los brotes obtenidos a partir de semillas germinadas in vitro de Vriesea hieroglyphica
(Carriere) E. Morren y Vriesea fosteriana L.B. Smith, Mercier y Kerbauy (1992, 1994) utilizaron

el medio de cultivo Knudson (1946) suplementado con 2,2 pmol-L™* ANA y 8,9 pmol-L'' BA.
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Pierik y Sprenkles (1991) utilizaron yemas apicales y axilares de Tillandsia cyanea Linden ex K.
Koch como material inicial para la multiplicacion in vitro de esta especie. Estos autores lograron
la mejor tasa de multiplicacion con el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962)
suplementado con 0,0265 pmol-L't de ANA y 0,886 umol-L'! de BA luego de 10 semanas de
cultivo. Por su parte, Carneiro et al. (1998) informaron la mejor multiplicacion in vitro de
Cryptanthus sinuosus L.B. Smith cuando utilizaron 10,22 pmol-L'* BA y 1,34 pmol-L'* ANA en el

medio de cultivo.

Carneiro et al. (1999) establecieron un sistema eficiente de regeneracién de plantas de
Neoregelia cruenta (Graham) L.B. Smith a partir de explantes de hojas. Estos autores
informaron la formacién de brotes adventicios a partir de la base de las hojas de plantas adultas
después de cinco semanas de cultivo en medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962)
suplementado con 22 ymol-L'! de BA y 2,5 umol-L'! de ANA. La formacién de brotes multiples
de manera acelerada se presentdé a partir de los cuatro meses de cultivo bajo las mismas

condiciones.

La multiplicacién de Aechmea fasciata (Lindley) Baker, Aechmea kertesziae Reitz, Aechmea
blumenavii Reitz, Neoregelia carolinae (Beer) L.B. Smith, Cryptanthus bromeloides Otto y
Dietrich y Ananas nanus (L.B. Smith) L.B. Smith se logr6 en medio de cultivo liquido de
Murashige y Skoog (1962) suplementado con 8,87 pmol-L'! BA y 1,59 uymol-L'! ANA vy
0,4 umol-L'! paclobutrazol. Esta combinacién de reguladores promovid la formacién de brotes
compactos con limitado desarrollo de las hojas (Daquinta et al., 2001). En la micropropagacién
de Ananas comosus (L.) Merrill, Dal Vesco et al. (2001) obtuvieron la mayor tasa de
multiplicacién cuando le afladieron al medio de cultivo 4,0 umol-L'! de BA y 2,0 umol-L? de

ANA.

Por su parte, Arrabal et al. (2002) obtuvieron los mejores resultados en la multiplicacién in vitro
de brotes de Cryptanthus sinuosus L.B. Smith cuando utilizaron el medio de cultivo sin
reguladores del crecimiento y suplementado con 2,2 umol-L'! de BA y 0,05 pmol-L'! de ANA.
Rech Filho et al. (2005) durante la fase de multiplicacion de Vriesea reitzii Leme y Costa, a
partir de brotes provenientes de semillas germinadas in vitro, lograron la mejor tasa de
multiplicaciéon cuando utilizaron el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) suplementado

con 17,75 pmol-L'! de BA y 10,74 umol-L'! de ANA. Pompelli y Guerra (2005) establecieron un
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protocolo para la micropropagacion de Dyckia distachya Hassler a partir de semillas. Estos
autores obtuvieron el mayor numero de brotes por explante cuando usaron el medio de cultivo
de Murashige y Skoog (1962) suplementado con 2,0 mmol-L'! de ANA; 4,0 mmol-L'! de BA y
6,0 mmol-L'! de paclobutrazol después de 142 dias de cultivo. Por otra parte, Pickens et al.
(2006) utilizaron 8,8 pmol-L'* de BA y 0,54 pmol-L™* de ANA en el ahijamiento de Tillandsia eizii

L.B. Smith.

Hamad y Taha (2008a, b) utilizaron el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962)
enriquecido con 14,43 mmol-L't de ANA y 9.40 mmol-L'! de BA para la multiplicaciéon de brotes
de Ananas comosus (L.) Merrill var. Cayena Lisa. Estos autores, ademas, evaluaron el nimero
(1, 2, 3y 4) y el tiempo de subcultivo (30, 45, 60 y 75 dias). Por su parte, Garcia et al (2009)
obtuvieron la mayor cantidad de brotes por explante durante la multiplicacién de Neoglaziovia
variegata (Arr. Cam.) Mez cuando usaron 0,5 umol-L'! de ANA y 4,4 umol-L™* de BA después de
35 dias de cultivo. Duarte et al. (2009) evaluaron el efecto de las concentraciones de BA (0;
2,2; 4,4; 8,8y 17,8 umol-L'Y) y ANA (0; 0,58; 2,69 y 5,37 umol-L'}) en la multiplicacién de
brotes provenientes de semillas germinadas in vitro de Nidularium fulgens Lemaire. El mayor
numero de brotes por explante lo obtuvieron cuando utilizaron la combinacién de 4,4 umol-L!
de BA y 5,37 umol-L'! de ANA. Garcia et al. (2009) informaron los mejores resultados en la
multiplicacidén de los brotes de Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez con 4,4 uymol-L'! de BA y
0,50 pmol-L™" de ANA.

Dentro de un protocolo de micropropagacién, el enraizamiento de los brotes puede lograrse in
vitro o durante la etapa de aclimatizacion ex vitro. Este proceso puede inducirse en diferentes
tejidos vegetales y su éxito depende en gran medida del balance hormonal que se establezca.
Generalmente, para promover la formacion de raices se necesita la presencia de auxinas en el
medio de cultivo (George et al., 2008). Guerra y Dal Vesco (2010) informaron que no es
necesario el enraizamiento in vitro de la plantas de la familia Bromeliaceae para tener éxito en
la aclimatizaciéon. Sin embargo, en la mayoria de las investigaciones se realiza el enraizamiento

in vitro, ya sea en medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento o que contega auxinas.

En el enraizamiento de los brotes de Ananas erectifolius L.B. Smith, Pereira et al. (2008)
obtuvieron 98% de brotes enraizados cuando utilizaron el medio de cultivo liquido de Murashige

y Skoog (1962) sin reguladores del crecimiento. Por su parte, Lopes et al. (2008) lograron una
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eficiencia de 33% en el enraizamiento de Dyckia maritima Baker en el medio de cultivo de

Murashige y Skoog (1962) suplementado con 0,5 umol-L! de acido indolbutirico (AIB).

Duarte et al. (2009) evaluaron diferentes concentraciones de ANA en el enraizamiento in vitro
de los brotes de Nidularium fulgens Lemaire. El mayor porcentaje de brotes enraizados (100%)
lo obtuvieron cuando no utilizaron regulador del crecimiento en el medio de cultivo. Por su
parte, Lopes et al. (2009) evaluaron el efecto del AIB en el enraizamiento in vitro de Vriesea
scalaris E. Morren. La mayor emisién de raices se presentd en los brotes cultivados en medio de

cultivo sin reguladores del crecimiento.

La aclimatizacidon ex vitro es una fase importante y necesaria en cualquier protocolo de
micropropagacion. La deshidratacion es la principal causa de los bajos niveles de supervivencia
Los factores ambientales que mas afectan este indicador son: la humedad relativa, la luz y la
temperatura, por lo que se hace necesario el control riguroso de las condiciones de cultivo para
lograr con éxito la aclimatizacion de las plantas. También, influyen de manera notable en esta
etapa el tipo de sustrato, el control fitosanitario y la aplicacion de reguladores del crecimiento
(Preece y Sutter, 1991). Para el caso de la aclimatizacidon ex vitro de las plantas de la familia
Bromeliaceae se sugiere que los brotes posean un tamafio minimo de 3 cm (Guerra y Dal

Vesco, 2010) y se utilicen sustratos aireados, capaces de retener la humedad (Couvillon, 1998).

Mercier y Kerbauy (1994) informaron el 100% de supervivencia y un desarrollo fenotipico
normal para los brotes de Vriesea hieroglyphica (Carriere) E. Morren y Vriesea fosteriana L. B.
Smith obtenidos a partir de semillas germinadas in vitro. Rech Filho et al. (2005) aclimatizaron
brotes de Vriesea reitzii Leme y Costa utilizando como sustrato la mezcla de paja de arroz y el
suplemento mineral Turfa fértil® (1:1, v:v). Estos autores obtuvieron el 100% de supervivencia
de los brotes después de nueve semanas de cultivo. Por su parte, Alves et al. (2006)

aclimatizaron brotes de Vriesea reitzii Leme y Costa y obtuvieron una supervivencia del 90%.

Carneiro et al. (1999) establecieron un sistema eficiente de regeneracion de plantas de
Neoregelia cruenta (Graham) L.B. Smith a partir de explantes de hojas. Las plantas
regeneradas mostraron un fenotipo normal después de un afo de crecimiento en las casas de
cultivo. Pompelli y Guerra (2005) realizaron la aclimatizacidon de los brotes de Dyckia distachya
Hassler. Estos autores utilizaron como sustrato una mezcla de turba, vermiculita y arena

(2:2:1, v:v:v). Luego de 120 dias de cultivo obtuvieron un 92,6% de supervivencia. En la
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aclimatizacion de los brotes de Ananas erectifolius L.B. Smith, Pereira et al. (2008) informaron
un 100% de supervivencia. Por su parte, Duarte et al (2009) obtuvieron el 100% de
supervivencia de los brotes de Nidularium fulgens Lemaire cuando utilizaron el sustrato

comercial Plantmax® HA (Ferreira et al., 2007).

Santos et al. (2010) utilizaron como sustrato corteza de pino pulverizada para aclimatizar
brotes de Acanthostachys strobilacea (Schult. f.) Klotzsch. Ademas, estos autores evaluaron el
efecto de la fortaleza de las sales de Murashige y Skoog (1962) (0; 1; 10; 20; 50 y 100%)
como suplemento de nutrientes en esta etapa. El mejor porcentaje de supervivencia (95%) lo
obtuvieron cuando utilizaron el 100% de las sales de Murashige y Skoog (1962) luego de ocho

meses de cultivo.

El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales de plantas de la familia Bromeliaceae para la
obtencién de proteasas se ha explotado poco (Apte et al., 1979; Fernandez y Pomilio, 2003;
Pérez et al., 2003, 2004). Su principal limitacion radica en que se logran muy bajos
rendimientos. Esto esta relacionado con los niveles de diferenciacion celular que se alcanzan

durante el cultivo in vitro.
2.4 Papel bioquimico y fisiolégico de las proteasas. Induccidon de estas enzimas.

Las proteasas vegetales se encuentran relacionadas con multiples procesos fisioldgicos y con el
desarrollo de las plantas (Schaller, 2004). La degradacion de las proteinas en las plantas es un
proceso complejo, que envuelve multiples vias proteoliticas y puede ocurrir en varios
compartimentos celulares, como son: pared celular, vacuolas, cloroplastos, complejo de Golgi,
microsomas, mitocondrias, citosol (Distefano et al., 1997; Buchanan et al.,, 2000) vy

peroxisomas (Palma et al., 2002).

Las funciones asignadas a la proteolisis son: modificar o eliminar proteinas erréneas,
proporcionar aminoacidos necesarios para la sintesis de nuevas proteinas, contribuir a la
maduracién de zimoégenos y hormonas peptidicas. También, procesa sefales para integrar
proteinas a los organelos y participa en el control del metabolismo y la homeostasis al reducir la

abundancia de enzimas y proteinas reguladoras (Viestra et al., 1996, Van der Hoorn, 2008).

Independientemente del papel importante de las proteasas en distintos eventos fisiologicos, la
funcion de estas enzimas puede ser danina para la célula si no se expresa en el lugar y

momento adecuado, por eso los procesos proteoliticos estdn sometidos a un complejo sistema
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de regulacion mediante dos mecanismos generales: activacion de zimogenos e interaccion
proteasa-inhibidor (Avilés et al., 1994; Turk et al., 1997; Demidyuk et al., 2010). Esto hace que
la protedlisis sea limitada y dirigida hacia la ruptura de uniones peptidicas especificas en
proteinas determinadas. La especificidad de corte depende de la accesibilidad de la unidn
peptidica a escindir, de los aminoacidos involucrados en el enlace peptidico y del entorno

aportado por otros aminodacidos cercanos a la unién (Neurath, 1993).

Las cisteino proteasas juegan un papel importante en la senescencia de tejidos y érganos, en la
muerte celular programada (Beers et al., 2000; Suarez, 2004; Woltering, 2004; Gradzka, 2006;
Esteban-Garcia et al., 2010; Parrot et al., 2010, Guan-Hong et al., 2012), y en la respuesta a la
infeccion de patdgenos en los tejidos de plantas (Van der Hoorn y Jones, 2004; Mc Lellan et al.,
2009; Kaschani et al., 2010; Konno et al., 2011). Participan en la diferenciacidén de las células
del mesofilo en elementos traqueales y en la xilogénesis (Fukuda, 1997; Woltering, 2004).
Intervienen en la movilizacién de proteinas durante la germinacién de las semillas (Sheokand et
al., 2005; Sreenivasulu et al., 2008; Martinez et al., 2009; Shi y Xu, 2009; Finni et al., 2011) y
estan relacionadas con los procesos de fenolizacion (Ueda et al., 2000; Azarkan et al., 2004).
De ahi que la induccidon de alguno de estos procesos puede provocar incrementos en su

acumulacion.

Los reguladores del crecimiento influyen tanto en el crecimiento como en el desarrollo de las
plantas (Gray, 2004; Ross y Reid, 2010). Actualmente, estas moléculas juegan un papel
importante en la agricultura moderna pues se utilizan para incrementar la productividad de las
cosechas (Ashraf et al., 2010; Ouzounidou et al., 2011). Ademas, se usan para aumentar la
biomasa y la producciéon de biomoléculas en plantas que no poseen interés agricola (Ross vy
Reid, 2010). Se reconoce que las proteasas tienen amplia participacion en los procesos del
desarrollo, de ahi que las fitohormonas incidan directamente en la expresién o represién de
estas enzimas (Hammerton y Ho, 1986; Watanabe et al., 1991; Cervantes et al, 1994; Alonso y
Granell, 1995; Jones et al., 1995; Ye y Varner, 1996; Cercos et al, 1999; Chen et al., 2002;
Martinez et al., 2003, 2009).

En particular las citoquininas favorecen la division celular y retardan la senescencia, lo que
impide la acumulacién de las proteasas (Martin y Thimann, 1972). Por su parte, el acido

giberélico incrementa la expresion de las enzimas proteoliticas durante la germinacion de las
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semillas de diferentes especies (Hammerton y Ho, 1986; Watanabe et al., 1991; Cervantes et
al, 1994; Martinez et al., 2003, 2009). También, el etileno o un inductor de esta fitohormona se
utiliza para lograr este propdsito (Jones et al, 2005; Weaver et al, 1998; Cercos et al, 1999;

Chen et al., 2002; Jing et al., 2005; Kaushal et al., 2009; Schaller, 2012).

El etileno es un regulador del crecimiento gaseoso con una estructura quimica sencilla (CyH4).
Esta fitohormona influye en varios procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Abeles
et al, 1992; Fiorani et al., 2002; Pierik et al, 2006; Acharya y Assmann, 2009). Respecto al
crecimiento, se considera que el etileno regula el tamafio de las células y la divisién celular
(Abeles et al., 1992). En términos de desarrollo se plantea que es una hormona de
envejecimiento ya que puede favorecer la maduracion de los frutos, la senescencia y la
abscisién. Ademas, en algunas especies puede estimular la germinacidon de las semillas y el
inicio de la rizogénesis, inhibir la formacién de érganos de almacenamiento como tubérculos y

bulbos y alterar los patrones de floracion (Santner et al., 2009; Schaller, 2012).

El ethrel o etefén es una formulacion comercial que induce la sintesis de etileno (Warner y
Leopold, 1969). En algunas especies se usa para acelerar la maduracién de los frutos (Ban et
al., 2007; Dhillon y Majan, 2011). En plantas de la familia Bromeliaceae este compuesto se ha
utilizado para promover la floracién (De Proft et al., 1986; Dukovski et al., 2006; Ojeda et al.,
2007). No existen evidencias en la literatura que demuestren el uso de ethrel en la induccién de

proteasas en plantas de esta familia.

El ethrel favorece la senescencia, la cual se caracteriza por el reemplazo de la asimilacion del
carbono por la degradacién de las clorofilas (Hortensteiner, 2006; Ougham et al., 2008; Blichert
et al., 2011; Zhang et al., 2011) y otras macromoléculas como proteinas, lipidos de membranas
y ARN (Meir et al., 1992; Yang et al., 2004; Gregersen et al., 2008; Martinez et al., 2008; Xu et
al.,, 2011). Esto trae consigo un incremento considerable en la actividad de las enzimas
hidroliticas entre las que se encuentran las proteasas, las cuales juegan un papel primordial en
la degaradacién de las proteinas en la etapa inicial de este proceso (Huffaker, 1990; Del Rio et
al., 1998; Palma et al., 2002, Wagstaff et al., 2002, Jones et al., 2005; Kaushal et al., 2009;
Parrott et al., 2010). Por otra parte, las sustancias de reserva se trasforman en nutrientes

transportables hacia los d6rganos afectados y en desarrollo (Lim et al.,, 2007). Parte de la

23



Revisidn bibliogréafica

energia que se requiere para la movilizacién de estos nutrientes se obtiene por el aumento de la

respiracién (Hopkins et al., 2007).

Durante esta etapa, también se pueden formar especies reactivas del oxigeno (ERO) como
productos naturales de la fotosintesis y la respiracién (Chen et al., 2010; Silva et al., 2010). La
sobreproducciéon de estos compuestos puede provocar dafios a los componentes celulares,
incluyendo proteinas y lipidos que forman las membranas de la célula vegetal (Mittler, 2002).
Los cambios en el contenido de malondialdehido (MDA) y otros aldehidos son indicativos de la
peroxidacion lipidica (Tang et al., 2010; Xu et al., 2011). Las plantas poseen un sistema
antioxidante eficiente que permite reducir los efectos del estrés oxidativo (Asada, 1999, Foyer y
Noctor, 2000). Dentro de este sistema se encuentran las enzimas superdxido dismutasas,
catalasas y peroxidasas (Morsya et al., 2003) que evitan fundamentalmente, la accién del anion
superoxido (0,) y el peroxido de hidrogeno (H,0,), minimizando su efecto destructor (Jaleel et
al., 2009). La acumulaciéon de MDA inhibe la actividad de estas enzimas, lo que hace que los

dafios que se producen en las membranas sean mayores (Ge et al., 2006; Tang et al., 2010).

Aunque existen multiples investigaciones relacionadas con el aislamiento, purificacion y
caracterizacion de proteasas de plantas de la familia Bromeliaceae y se conoce su amplia
aplicacion en la industria alimenticia, biotecnolégica y la medicina, aun existen numerosas
especies por explorar. Muchos aspectos relacionados con las endopeptidasas de plantas
tropicales son desconocidos, de alli la importancia de aislar y caracterizar nuevas enzimas
proteoliticas a partir de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. Por otra parte, resulta de gran
utilidad establecer una metodologia para la propagacion in vitro de Hohenbergia penduliflora (A.
Rich.) Mez que permita la obtencién de material vegetal para extraer cisteino proteasas sin
afectar la biodiversidad y los ecosistemas. Hasta la fecha no existen trabajos donde se estudien
las condiciones de cultivo in vitro para esta especie. El estado de diferenciacidon celular de las
plantas influye en la expresion de las cisteino proteasas. El efecto del ethrel en la induccidén de
proteasas en tallos de plantas aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez asi
como los cambios bioquimicos vy fisioldgicos asociados a este proceso no se han informado en la

literatura. Tales aspectos se abordan en la presente tesis doctoral.
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3. MATERIALES Y METODOS

Procedimientos generales.

Las investigaciones se realizaron en el Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila,
Cuba; en el Laboratorio de Investigaciones de Proteinas Vegetales (LIPROVE) de la Universidad
Nacional de La Plata, Argentina; en el Instituto de Biotecnologia y Biomedicina de la Universidad
Autonoma de Barcelona, Espafia y en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Universidad de Cérdoba, Espana.

Como material vegetal se utilizaron plantas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez
procedentes del area protegida de la Loma de Cunagua, Ciego de Avila, Cuba. La clasificacion
de esta especie se efectudé en el herbario “Julidn Acufia” del Centro de Estudios de Medio
Ambiente y Educacion Ambiental (CEMAEA) de Camagley, Cuba, de acuerdo con las claves
dicotdmicas que se establecieron para la familia Bromeliaceae (Sauget, 1946). La muestra se

depositd con el nimero de voucher 10 460.

Para el tratamiento estadistico se empled el utilitario SPSS, version 11.5 para Windows (Pérez,
2003). Se usaron pruebas paramétricas (t-Student, ANOVA, Tukey p<0,05) después de
chequear el ajuste de los datos a la distribuciéon normal (Kolmogorov-Smirnov, p<0,05) vy la
homogeneidad de varianzas (Levene, p<0,05). En algunos casos fue necesaria |la
transformacion de los datos para lograr los supuestos de las pruebas paramétricas que se
utilizaron. El disefio experimental que se utilizd se describe en cada experimento. Las tablas y
figuras en el acapite de Resultados y Discusion incluyen la informacion de las pruebas

estadisticas que se realizaron en cada caso.

3.1 Obtencién de proteasas a partir de plantas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.)
Mez.

3.1.1 Efecto del pH de extraccién en la actividad proteolitica de extractos crudos de
diferentes 6érganos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

Con el propdsito de evaluar la influencia del pH en la conservacion de la actividad funcional de

las enzimas, se realizo el procedimiento de extraccion patentado por Hernandez et al. (1997).

Inicialmente se colectaron 10 plantas y se separaron los 6rganos de cada una. Luego se lavaron

y cortaron en pequefios fragmentos. La homogeneizacién se realizé en una batidora comercial

WARING (2 L). Las proporciones de material vegetal y solucién de extraccion que se utilizaron

fueron: 1:1,5 para los tallos y frutos (m/v) y 1:4,0 para hojas (m/v). La mezcla se agitd
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durante 30 minutos a 4°C. El homogenato se filtr6 por gasa y se centrifugd (Centrifuga
Beckman, Modelo J2-21) a 10 290xg durante 20 minutos a 4°C. Se colect6 el sobrenadante. En
todos los casos la extraccion se hizo por triplicado a pH 3, pH 4 y pH 5 a partir de tallos, hojas y
frutos. A los extractos crudos obtenidos para cada érgano a los diferentes pH se les determind
la concentracion de proteinas y la actividad proteolitica. Se realizaron tres determinaciones en

cada caso.

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford (1976). Se midié la
absorbancia a 595 nm en espectofotometro UV-Vis (LKB-Pharmacia) y el contenido de proteinas
se expresaron en mg-mL! 6 mg-kg! de masa fresca, referidos a una curva patrén de albimina
de suero bovino. La actividad proteolitica se cuantifico por el método de Anson (1938). El
ensayo tipico contiene 1,6 mL de volumen final. Se us6 hemoglobina desnaturalizada al 2%,
pH 6,8. La mezcla de reaccidén contenia 500 yL de Hb y 100 pL del extracto. Las muestras se
incubaron a 37°C durante 20 minutos, se detuvo la reaccion con &acido tricloroacético al
5% (m/v). El sobrenadante se ensayd con reactivo fendlico de Folin-Ciocalteau. Se midié la
absorbancia a 650 nm. Se utilizd una curva patrén de tirosina y se expresd la actividad
proteolitica en U-mL? o U-kg?! de masa fresca. Una unidad (U) de actividad proteolitica se
definié como la cantidad de enzima que cataliz6 la formacién de 1 pmol de tirosina por minuto a
37°Cy pH 6,8.

La actividad proteolitica (AP) se calculd a partir de la férmula: AP = (Asso nm/t)-cot
tir-K-1/Ve-dil donde: AP es la actividad proteolitica (U-mL?), t es el tiempo de reaccidn,
cot tir es la cotangente de la curva patrén de tirosina, K es una constante de dilucion (Vi/Vs)
que relaciona el volumen total de ensayo (1,6 mL) y el volumen que reacciona en medio
alcalino con reactivo de Folin-Ciocalteau (0,5 mL), Ve es el volumen de enzima (0,1 mL) y dil
es la dilucion de la enzima. La actividad proteolitica especifica se calculé como la relacién entre

la actividad proteolitica y la concentracion de proteinas obtenida para cada tratamiento.

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) bifactorial. Se selecciond el pH de extraccion y el
organo donde se obtuvo la mayor actividad proteolitica especifica para realizar el siguiente
experimento.

3.1.2 Caracterizacion molecular del preparado proteolitico parcialmente purificado.
Para caracterizar molecularmente el preparado proteolitico parcialmente purificado proveniente

del extracto crudo que mostré la mayor actividad proteolitica especifica en el experimento del
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acapite 3.1.1 se realizd este experimento. Inicialmente, al extracto crudo (10 mL) se le afiadid
lentamente igual volumen de etanol 95% (v:v) frio (-20°C), se dejo reposar por 30 minutos a
4°C y se centrifugd a 10 290xg durante 20 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante, al que
se afadieron lentamente cuatro volimenes mas de etanol 95% (v:v) frio (-20°C), se dejo
reposar por una hora a 4°C y se centrifugd a 10 290xg durante 20 minutos a 4°C. Finalmente
se recuperd el precipitado (preparado proteolitico parcialmente purificado) y se disolvié en

10 mL de agua destilada.

Para estimar el punto isoeléctrico aproximado de las fracciones proteicas del preparado
proteolitico parcialmente purificado se realizd el isoelectroenfoque. Se utilizd un equipo Mini IEF
Cell (Modelo 111, Bio-Rad). Los geles de poliacrilamida al 5%, con anfolitos de rango de pI 2,8-
6,5 se prepararon sobre una pelicula plastica (Gel support film, Bio-Rad). La mezcla de patrones
(Pharmalyte pI 2,5-5,5) contenia: pepsinégeno (pI 2,8), amiloglucosidasa (pI 3,55), glucosa
oxidasa (pI 4,15), tripsina de soya (pl 4,55), B-lactoglobulina A (pI 5,20). El enfoque se
desarrolld bajo condiciones de voltaje constante en un procedimiento gradual: 100V por
30 minutos, 200 V por 30 minutos y 450 V por 60 minutos. Las proteinas se fijaron al gel con
una solucién de &cido sulfosalicilico (40 mg-mL™), metanol (30%, v:v) y &cido tricloroacético
(125 mg-mL?) durante 30 minutos. Luego se realizé la tincién durante 60 minutos con una
solucién que contenia Coomassie Brilliant Blue R-250 (40 mg-mL™'), &cido acético glacial (10%,
v:v) y etanol (27%, v:v). Posteriormente, el gel se lavd tres veces con una solucién que
contenia sulfato de cobre II (500 mg-mL!), acido acético glacial (7%, v:v) y etanol (12%, v:v)
y seguidamente se lavé con otra solucion decolorante de acido acético glacial (7%, v:v) y etanol
(12%, v:v). Se aplicaron 5 ug de la mezcla de patrones de pI conocido y 10 pg del preparado

proteolitico parcialmente purificado.

Ademas, se determinaron las fracciones con actividad proteolitica por zimograma de acuerdo
con el método de Westergaard et al. (1980). Los geles provenientes del isoelectroenfoque se
pusieron en contacto con un gel de agarosa 1% (m/v) en tampén Tris—HCI (0,1 mol-L'!; pH 8)
durante 10-15 minutos a 55°C. El gel de agarosa 1% (m/v) se embebid previamente en una
solucién de caseina 1% (m/v) en tampdn Tris-HCI 0,1 mol-L'}; pH 8 y 20 mmol-L? de cisteina
durante 20 minutos, luego se lavd dos veces con agua destilada. Las placas de agarosa
1% (m/v) se prepararon sobre el lado hidrofilico de una pelicula de Gel Bond (Pharmacia) a
razén de 0,15 mL-cm™. Después de la incubacion, la placa de agarosa se colocé por 60 minutos

en una solucién fijadora que contenia acido acético glacial (10%, v:v) y metanol (45%, v:v). Se
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realizé la deshidratacion del gel entre papeles de filtro (Whatman 3MM) y se aplicé una presién
de 7,5 g-cm™ por 20 minutos. Luego, se secé con pistola de aire y finalmente la placa se
sumergié en una solucién colorante de Coomassie Brillant Blue R-250 (250 mg-mL™?) durante
10 minutos. Para eliminar el exceso de colorante se sumergio la placa de agarosa en la solucién
fijadora durante 10 minutos. La actividad proteolitica se hizo visible como bandas claras sobre

el gel de agarosa tefido.

Para determinar la masa molar aparente de las proteinas presentes en el preparado proteolitico
parcialmente purificado se realizd la electroforesis en geles de poliacrilamida (12,5%) en
condiciones desnaturalizantes con duodecil sulfato de sodio (SDS) y tricina en el tampdn
catddico, de acuerdo con el protocolo de Shagger y Von Jagow (1987). Los patrones y las
muestras se disolvieron en un tampén que contenia Tris (0,0625 mol-L), SDS (2%, m/v), B-
mercaptoetanol (5%, v:v), glicerol (10%, v:v) y bromofenol azul (0,006%, m/v), se ajusté el
pHa 6,8 con HCI (1 mol-L!). A las muestras ademdas se le adicioné &cido iodoacético
(100 mmol-L?) para evitar la autoproteolisis. Luego se desnaturalizaron con calor (a ebullicién)
durante 3 minutos. Las electroforesis se desarrollaron en un equipo vertical, Mini-Protean III
Dual Slab Cell (BIO-RAD). Se utilizdé un voltaje eléctrico de 40V durante el paso de las
proteinas por el gel concentrador. Luego se incrementé a 150V y se mantuvo constante
durante la corrida por el gel separador. Posteriormente, los geles se colocaron en solucidon
fijadora que contenia metanol, acido acético y agua (45:1:54, v:v:v) durante 20 minutos. Se
utilizaron como patrones de masa molar: fosforilasa b (94 000 Da), albumina (67 000 Da),
ovalbimina (43 000 Da), anhidrasa carbdnica (30 000 Da), inhibidor de tripsina (20 100 Da) y
a-lactalbumina (14 400 Da). La tincion del gel se realiz6 con una solucidon colorante de
Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,2 g-mL?). Se aplicaron 10 pug de patrones de masa molar
conocida y 30 ug del preparado proteolitico parcialmente purificado.

3.1.3 Caracterizacion cinética del preparado proteolitico parcialmente purificado.

3.1.3.1 Determinacién del pH éptimo y la estabilidad en funcién del pH.

Este experimento se realizd para conocer el pH donde el preparado proteolitico parcialmente
purificado que se obtuvo en el experimento 3.1.2 posee la mayor actividad proteolitica. El
extracto de partida contenia 0,10 mg de proteinas-mL. Se determind la actividad enzimatica
frente a caseina a valores de pH 6,0; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 y 10,0. El sustrato se preparé al

1% (m/v), 10 mmol-L! de cisteina en tampdn de Good (25,0 mmol-L!) (Good e Izawa, 1972).
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El tampén de Good (25 mmol-L'!) contenia: 5,78 mg-mL*' de 4&cido 3-(N-morfolino)
propanosulfénico; 5,03 mg-mL! de &cido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico; 6,23 mg-mL™*
de &cido 3-(1,1-dimetil-2-hidroxietilamino)-2-hidroxipropanosulfénico; 6,63 mg-mL! de &cido
N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico; 6,86 mg-mL? de 4&cido (2-hidroxi-1,1-
bis(hidroximetil)etil)-amino-1-propanosulfénico y 5,43 mg-mL? de 4&cido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico. El ensayo se realizé a 37°C durante 4 minutos, tiempo al cual la reacciéon ocurre
en zona de velocidad inicial para las condiciones de pH y temperatura establecidas. La actividad
proteolitica se determind por el protocolo de Arribére et al. (1998). La mezcla de reaccion
contenia 100 pL de extracto crudo y 1 100 pL de caseina hidrolizada 1% (m/v) en tampdn Tris-
HCl 0,1 mol-L?, pH 8, 10 mmol-L'! de cisteina. Las muestras se incubaron a 37°C durante
cuatro minutos. La reaccion se detuvo con 1 800 pL de acido tricloroacético al 5% (m/v). La
absorbancia del sobrenadante se midi6 a 280 nm. Una unidad de actividad proteolitica para
caseina como sustrato (Ucas) se definié como la cantidad de enzima que produjo un incremento
de una unidad de absorbancia por minuto en las condiciones del ensayo. La actividad
proteolitica se expresdé en Ucas-mL! o Ucas-kg?! de masa fresca. Se realizaron tres

determinaciones para cada pH.

La actividad proteolitica se determind segun la fomula: AP= (Asso nm/t)-1/Ve-Fd-dil donde AP
es la actividad proteolitica (Ucas-mL™), t es el tiempo de reaccidn, Fd es una constante de

dilucion (10), Ve es el volumen de enzima (0,1 mL) y dil la dilucién de la enzima.

Se calculé la actividad proteolitica residual como la relacién entre la actividad proteolitica para
cada tratamiento y la maxima actividad proteolitica obtenida en el ensayo. Se realizé un analisis
de varianza (ANOVA) monofactorial. Los resultados se expresaron en porcentaje. Se graficod el

porcentaje de actividad proteolitica residual en funcién del pH.

La estabilidad en funcién del pH se determind para establecer el rango de pH donde el
preparado proteolitico parcialmente purificado que se obtuvo en el experimento descrito en el
acapite 3.1.2 conserva su actividad proteolitica en el tiempo. Se prepararon diluciones (1:2,
v:v) del preparado proteolitico parcialmente purificado que se obtuvo en el experimento 3.1.2
en tampdn de Good (25 mmol-L?) (Good e Izawa, 1972) a pH 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 y 10,0 y se
incubaron en bafio de hielo. La concentracidon de proteinas final del preparado fue 0,1 mg-mL™.
Se determind la actividad proteolitica por triplicado frente a caseina (1% (m/v), 10 mmol-L* de

cisteina, pH 8, 37°C, 4 minutos) para diferentes tiempos (0, 5, 10, 20, 40, 60, 90 y
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120 minutos) como se describié anteriormente. Luego se calculd el porcentaje de actividad
proteolitica residual para cada valor de pH a cada tiempo como se refirid en el parrafo anterior.
Se determind el logaritmo del porcentaje de la actividad proteolitica residual en funcién del
tiempo de incubacién para cada pH y se obtuvo la ecuacion de cada recta. Se realizdé un analisis
de varianza (ANOVA) monofactorial. Finalmente se graficd la constante de inactivacién de

primer orden (k, pendiente de las rectas obtenidas para cada pH) en funcion del pH.
3.1.3.2 Determinacién de la temperatura “6ptima” y la estabilidad en funcién de la temperatura.

Este experimento se realizd para determinar la temperatura a la que el preparado proteolitico
parcialmente purificado (0,10 mg de proteinas:mL?) que se obtuvo en el experimento 3.1.2
tiene su mayor actividad proteolitica. La actividad proteolitica se determind por triplicado a 20,
25, 35, 37, 45, 55, 65 y 759C. La mezcla de reaccion se incubd durante 4 minutos y se
cuantificd la actividad proteolitica como se describié en el acapite 3.1.3.1. Se calculd la
actividad proteolitica residual (acapite 3.1.3.1). Los resultados se expresaron en porcentaje. Se
realizé un andlisis de varianza (ANOVA) monofactorial. Se grafico el porcentaje de actividad

proteolitica residual en funcién de la temperatura.

La estabilidad en funcién de la temperatura se estudié para establecer el rango de temperatura
donde el preparado proteolitico parcialmente purificado que se obtuvo en el experimento 3.1.2
conserva su actividad proteolitica en el tiempo. El preparado proteolitico parcialmente purificado
(0,1 mg de proteinas-mL™) se incubd a 20, 25, 37, 45, 55, 65 y 75°C. Se determind la actividad
proteolitica por triplicado frente a caseina (1% (m/v), 10 mmol-L'! de cisteina, pH 8, 37°C,
4 minutos) como se describié en el acapite 3.1.3.1 para diferentes tiempos (0, 5, 10, 20, 40,
60, 90 y 120 minutos). Se calculd el porcentaje de actividad proteolitica residual para cada
valor de temperatura a cada tiempo como se refirid en el acapite 3.1.3.1. Se determiné el
logaritmo del porcentaje de la actividad proteolitica residual en funcién del tiempo de incubacién
para cada temperatura y se obtuvo la ecuacion de cada recta. Se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) monofactorial. Finalmente se graficé la constante de inactivacion de primer orden (k,
pendiente de las rectas obtenidas para cada temperatura) en funcidén de la temperatura.

3.1.4 Efecto de inhibidores sobre la actividad proteolitica del preparado proteolitico

parcialmente purificado.
Para dilucidar el mecanismo catalitico de las enzimas presentes en el preparado proteolitico

parcialmente purificado como se describié en el acapite 3.1.2 se estudiaron varios inhibidores
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irreversibles de proteasas: PMSF, pepstatina A, E-64 y 1,10-fenantrolina (Salvesen y Nagase,
2001). Inicialmente se determind la concentracion de proteinas del preparado proteolitico
parcialmente purificado por el método de Bradford (1976) y se prepard a una concentracion de
20 pg-mLL. Se utilizaron las siguientes concentraciones de inhibidores: 100 mmol-L'* de PMSF;
1 mmol-L? de pepstatinaA, 1 mmol-L? de E-64 y 100 mmol-L'! de 1,10 fenantrolina,
propuestas por Dunn (1989).

Las mezclas del preparado proteolitico parcialmente purificado y las soluciones de inhibidores se
incubaron durante 30 minutos a 25°C. Como testigos positivos del ensayo se usaron los
solventes de los distintos inhibidores (agua y dimetilsulféxido). Luego se cuantificé la actividad
proteolitica por triplicado durante 20 minutos. Para los inhibidores PMSF, pepstatina A y E-64 se
utilizdé caseina como sustrato (acapite 3.1.3.1). En el caso especifico de la inhibicién con 1,10-
fenantrolina se realizd el ensayo de actividad proteolitica con azocaseina como sustrato. Se
siguid el protocolo propuesto por Trejo et al. (2001). La mezcla de reaccién contenia 150 pL de
muestra y 250 uL de azocaseina al 1% (m/v) en tampdn Tris-HCI 0,1 mol-L™!, 10 mmol-L! de
cisteina, pH 8. Esta mezcla de reaccion se incubd a 37°C, durante 20 minutos. Luego, se detuvo
la reaccion con 1 000 pyL de acido tricloroacético al 10% (m/v). Posteriormente se afiadieron
1 000 pL de hidréxido de sodio (1 mol-L'!) a 900 pL del sobrenadante obtenido y se midié la
absorbancia a 440 nm. Una unidad de actividad azocaseinolitica (Uazocas) se definio como la
cantidad de enzima que produce el incremento en una unidad de absorbancia por minuto bajo
las condiciones del ensayo. La actividad proteolitica frente a azocaseina como sustrato se
determind segun la féomula: AP= (A4 nm/t)-1/Ve-dil donde AP es la actividad proteolitica
(Uazocas-mL?), t es el tiempo de reaccién, Ve es el volumen de enzima (0,1 mL) y dil la
dilucion de la enzima.

En todos los casos se calculdé la actividad proteolitica residual como se describié en el acapite
3.1.3.1. Los resultados se expresaron en porcentaje. Se realizd un analisis de varianza (ANOVA)
monofactorial. Se grafico el porcentaje de actividad proteolitica residual para cada inhibidor.

3.1.5 Purificaciobn de cisteino proteasas a partir del preparado proteolitico

parcialmente purificado.

Con el objetivo de purificar las fracciones con actividad proteolitica del preparado proteolitico
parcialmente purificado que se obtuvo en el acapite 3.1.2 se utilizd un sistema FPLC de

Amersham Pharmacia Biotech, con bombas peristalticas B-500, unidad de control UV-1,
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programador GP-250 Plus, unidad oOptica UV-1; valvula V-7, mezclador Mixer, colector de
fracciones FRAC-100 y registrador REC 112. Como soporte cromatografico se utilizd el

intercambiador anidnico Q-Sefarosa, en una columna XK 16/40 con adaptadores K16.

La columna se lavd y equilibré con tampdn Tris-HClI 50 mmol-L'!; pH 7,6; 5 mmol-L! de
tetrationato de sodio dihidratado (Na;S404:2H,0); 20°C. Se realizd la elucién con gradientes
lineales de cloruro de sodio (0-0,15; 0,15-0,6; 0-1,0 mol-L'* de NaCl) en el tampdn de partida.
La velocidad de flujo lineal se mantuvo constante a 30 cm-h™l. Al preparado proteolitico
parcialmente purificado se le adicion6 5 mmol-L! de Na,S,0¢-2H-0 para evitar la autoproteolisis
y se filtré6 con membrana de 0,22 um (Millipore Corporation). Se aplicaron 4 mL de muestra
(0,74 mg-mL*' de proteinas). Se colectaron entre 100y 120 fracciones de 2 mL. La
cromatografia se monitored por absorbancia a 280 nm en espectofotometro UV-Vis (LKB-
Pharmacia) y por ensayo de actividad proteolitica utilizando caseina como sustrato seglin se

describi6 en el acapite 3.1.3.1. Las corridas cromatograficas se repitieron nueve veces.

A las fracciones de interés se les determind la concentracion de proteinas y la actividad
proteolitica utilizando caseina como sustrato segun se describié en el acapite 3.1.3.1. Ademas
se calculd la actividad especifica como se refirid en el acapite 3.1.1. Las fracciones con actividad
proteolitica se almacenaron a -20°C para estudios posteriores. La fraccion con mayor actividad

proteolitica especifica se selecciond para realizar su purificacion.

Se determinaron los indicadores de control de la purificacién. El rendimiento (Ren %) para cada
etapa se calculd a partir de la actividad proteolitica total. Para la cuantificacién del grado de
purificacion (GP en veces) se tuvo en cuenta las veces que se incremento la actividad especifica
con relacion a la primera etapa (Chavez et al., 1990).

3.1.6 Caracterizacion molecular de la proteasa purificada.

3.1.6.1 Estudios electroforéticos.

La masa molar aparente de la proteasa purificada se estimd por electroforesis en geles de
poliacrilamida (12,5%) en condiciones desnaturalizantes con SDS vy tricina en el tampodn
catddico, de acuerdo con el protocolo de Shagger y Von Jagow (1987) como se describid en el
acapite 3.1.2. Se aplicaron 10 pg de patrones de masa molar conocida y 20 pL de la proteasa

purificada.
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El punto isoeléctrico aproximado de la proteasa purificada se estimé como se refirid en el
acapite 3.1.2. Se aplicaron 5 ug de la mezcla de patrones de pI conocido, 15 ug del preparado
proteolitico parcialmente purificado y 10 ug de la proteasa purificada. Ademas, se comprobd la
actividad proteolitica de la fraccion purificada por zimograma, de acuerdo con el método de

Westergaard et al. (1980) como se refirié en el acapite 3.1.2.
3.1.6.2 Determinacion de la masa molar por espectrometria de masa.

Para determinar la masa molar de la proteasa purificada se utilizdé la espectrometria de masas
MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight). El espectro de masa se
obtuvo en un equipo MALDI-TOF MS Bruker Daltonics®, modelo Ultraflex (Billerica, MA), con
detector laser de nitrogeno (337 nm), en un modo lineal de iones positivos, se usé un voltaje de
25 kV de aceleracion. Se mezclaron voliumenes iguales de la proteasa purificada y la solucién
matriz (solucidon saturada de &acido sinapico en acido trifluoracético 0,1% en agua (v:v):
acetonitrilo (2:1, v:v)). De esta mezcla se colocd 1 UL sobre la placa de acero inoxidable y se
dejoé evaporar a sequedad. La muestra se bombarded con pulsos de laser de corta duracién (1-
10 ns). Se usé tripsindgeno bovino para la calibracion interna.

3.1.6.3 Determinacion de la secuencia amino terminal.

La secuencia del extremo amino terminal de la proteasa purificada se obtuvo por degradacion
automatizada de Edman (Edman, 1949). Se utilizd un secuenciador de péptidos Beckman
LF3000 (Beckman, Alemania). Se utilizd el servicio de la red BLAST (Altschul et al., 1997)

disponible en URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST para la busqueda de homologia de

proteinas. Se consideraron sélo los residuos especificos que son idénticos.

3.2 Propagacion in vitro de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

3.2.1 Establecimiento in vitro. Efecto del tiempo de desinfeccion de las semillas.

Para evaluar el efecto del tiempo de desinfeccién de las semillas en el establecimiento in vitro
se realizd este experimento. Las infrutescencias maduras se colectaron en horas tempranas de
la manana. Para la extraccién de las semillas, los frutos se individualizaron previamente en el
laboratorio. Las semillas se lavaron con abundante agua corriente y detergente comercial.
Finalmente se enjuagaron tres veces con abundante agua destilada. La desinfeccion superficial
de las semillas se realizd con hipoclorito de sodio 2,0% (v:v) en camara de flujo laminar
horizontal ICEM-A7 (RETOMED®) durante 5, 10, 15, 20 y 25 minutos. Para la eliminacién del

desinfectante se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril de 5 minutos cada uno.
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El establecimiento de las semillas se realizd6 en cdmara de flujo laminar horizontal. El
instrumental que se utilizé se esterilizé6 previamente en estufa (MLW-WSU200) a 180°C durante
150 min. Para la inoculacion de las semillas en el medio de cultivo el instrumental se sumergio
en etanol 90% (v:v) y se flamed con mechero de gas licuado. El pH de los medios de cultivo se
ajustd a 5,6 previo a la esterilizacién por vapor en autoclave (Sakura) a 121°Cy 1,4 kg-:cm™@ vy a
la adicién de 6,5 g-L* de agar (Agar Técnico No 3, Oxoid LTD, England).

Las semillas se establecieron en un medio de cultivo semisdlido que contenia: sales de
Murashige y Skoog (1962), 100 mg-L'* de mio-inositol, 1 mg-L"* de tiamina-HCl y 30 g-L! de
sacarosa. Se utilizaron envases de vidrio de 300 mL de capacidad con tapas plasticas o
metalicas y un volumen de medio de cultivo de 25 mL. Las semillas se colocaron en la cdmara
de cultivo a 25+1°C, ldmparas fluorescentes de luz blanca (37 pmol.m™.s’!) y fotoperiodo de

16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

El experimento se realizé bajo un disefio completamente aleatorizado y se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) monofactorial para cada indicador evaluado. Se usaron 50 semillas por
tratamiento (5 semillas/frasco). A los 11 dias de cultivo se cuantifico el nimero de semillas
contaminadas y a los 45 dias el niumero de semillas germinadas. Se consideré una semilla
germinada aquella que poseia la plimula y la radicula bien diferenciada. Para ambos
indicadores los resultados se expresaron en porcentaje. El mejor tratamiento sirvié de premisa
para el siguiente experimento.

3.2.2 Multiplicacion in vitro de los brotes.

3.2.2.1 Efecto del tipo de citoquinina.

Este experimento se disend con el objetivo de evaluar la respuesta morfogenética de los brotes
frente a diferentes citoquininas debido a que no existian referencias previas del cultivo in vitro
de esta planta. Se utilizaron como explantes brotes de 1 cm de longitud provenientes de
semillas germinadas in vitro, a los cuales se les elimind previamente las raices. Estos se
colocaron en un medio de cultivo semisélido que contenia: sales de Murashige y Skoog (1962),
100 mg-L! de mio-inositol, 1 mg-L'* de tiamina-HCl y 30 g-L! de sacarosa, suplementado
ademds, con 4,4 umol-L'! de 6-furfuril aminopurina (kinetina); 6-benciladenina (BA) y N-
phenyl-N"-1,2,3-thidiazol-5-ylurea (TDZ) (Guerra y Dal Vesco, 2010). Los brotes se
transfirieron al medio de cultivo (5 explantes/frasco) y los frascos se colocaron en la camara de

cultivo bajo las condiciones descritas en el acapite 3.2.1.
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El experimento se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado y se realizd un analisis de
varianza (ANOVA) monofactorial para cada indicador evaluado. Se usaron 50 explantes por
tratamiento. A los 30 dias de cultivo, se cuantificé el nUmero de brotes/explante, la longitud
promedio de los brotes/explante y la presencia de raices. Los resultados de la presencia de
raices se expresaron en porcentaje. Se calculd el coeficiente de multiplicacién, el cual se definid
como el cociente del niumero final de brotes mayores de 0,8 cm entre el nUmero de brotes

iniciales. La citoquinina que mostrd el mejor resultado se utilizé en el siguiente experimento.
3.2.2.2 Efecto de la concentracién de 6-benciladenina.

Con el objetivo de incrementar la multiplicacion de los brotes se evaluaron cuatro
concentraciones de la citoquinina que mostrd los mejores resultados en el acapite 3.2.2.1: 0;
4,4; 8,8 y 13,2 umol-L'l. Las caracteristicas de los brotes provenientes de la fase de
establecimiento y la composicion del medio de cultivo semisolido coinciden con lo descrito en el
acapite 3.2.2.1. Los brotes se transfirieron al medio de cultivo (5 explantes/frasco) y los frascos

se colocaron en la cdmara de cultivo bajo las condiciones descritas en el acapite 3.2.1.

El experimento se realizé bajo un disefio completamente aleatorizado y se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) monofactorial para cada indicador evaluado. Se usaron 50 explantes por
tratamiento. A los 30 dias de cultivo se cuantificaron los indicadores descritos en el acapite
3.2.2.1. La concentracion de citoquinina que mostrd el mejor resultado se utilizé en el siguiente

experimento.
3.2.2.3 Efecto de la concentraciéon de acido naftalenacético.

Este experimento tuvo como objetivo determinar el balance citoquinina/auxina favorable para la
multiplicacion, se utilizaron brotes provenientes de la fase de establecimiento con las
caracteristicas descritas en el acapite 3.2.2.1. Estos se colocaron en el medio de cultivo
semisolido formulado de acuerdo al mejor resultado del experimento del acapite 3.2.2.2. Se
evaluaron cinco concentraciones de ANA: 0; 1,61; 3,22; 4,83 y 6,44 pmol-L"!. Se utilizé un
diseno experimental completamente aleatorizado y se realizd6 un analisis de varianza (ANOVA)
monofactorial para cada indicador evaluado. Se utilizaron 50 explantes por tratamiento. Los
brotes se transfirieron al medio de cultivo (5 explantes/frasco) y los frascos se colocaron en la
camara de cultivo como se refirid en el acapite 3.2.1. A los 30 dias de cultivo, se cuantificaron
los indicadores descritos en el acapite 3.2.2.1. La mejor concentracion de la auxina se incorpord

al medio de cultivo y se utilizd en el siguiente experimento.
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3.2.2.4 Efecto del corte del brote.

Con el objetivo de aumentar el nivel de respuesta morfogenética de los brotes se desarrolld este
experimento. Se utilizaron 100 brotes provenientes de la fase de establecimiento de acuerdo
con lo descrito en el acapite 3.2.2.1. A la mitad de estos se les realizd6 un corte vertical

de 0,3 cm de profundidad desde la regidn apical hasta la base del brote (figura 1).

Figura 1. Brotes utilizados en el experimento. A) Sin corte y B) Con corte.

Todos los explantes (con corte y sin corte) se colocaron en el medio de cultivo semisélido que
se formuldé de acuerdo con el mejor resultado del experimento que se describidé en el acapite
3.2.2.3. Los explantes se transfirieron al medio de cultivo (5 explantes/frasco) y se colocaron en
la camara de cultivo como se refirio en el acapite 3.2.1. El experimento se realizd bajo un
disefio completamente aleatorizado y se utilizé la prueba t-Student para la comparacion de las
medias de cada indicador evaluado. A los 30 dias de cultivo, se evaluaron los indicadores que se
informaron en el acapite 3.2.2.1. El mejor resultado sirvid de premisa para el siguiente

experimento.
3.2.2.5 Efecto del estado fisico del medio de cultivo.

Con el objetivo de continuar mejorando la capacidad proliferativa de los brotes se evalud el
efecto del medio de cultivo liquido en la multiplicacién de los mismos. Se utilizé el tipo de brote
qgue mostré la mayor capacidad proliferativa en el experimento del acapite 3.2.2.4. Se utilizaron
100 brotes. La mitad de los explantes se colocé en medio de cultivo liquido y la otra mitad en
medio de cultivo semisdlido. El medio de cultivo se formulé de acuerdo con el mejor resultado
del experimento del acapite 3.2.2.3. En ambos casos se utilizaron 25 mL de medio de cultivo.
Los brotes se transfirieron al medio de cultivo (5 explantes/frasco) y los frascos se colocaron en
la cdmara de cultivo como se refirié en el acapite 3.2.1. El experimento se realizd bajo un
diseno completamente aleatorizado y se utilizé la prueba t-Student para la comparacién de las
medias de cada indicador evaluado. Se cuantificaron los indicadores descritos en el acapite

3.2.2.1 y la aparicién de brotes hiperhidricos después de 30 dias de cultivo. Como criterio de
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hiperhidricidad se tuvo en cuenta la apariencia vitrea, flacidez y pérdida de coloracién en las
hojas. El mejor resultado sirvié de premisa para el siguiente experimento.

3.2.2.6 Efecto del tiempo de cultivo.

Con el objetivo de establecer la frecuencia del subcultivo, se utilizé el tipo de brote que mostro
la mayor capacidad proliferativa en el experimento del acapite 3.2.2.4. La formulacién del
medio de cultivo y su estado fisico estuvo de acuerdo con el mejor resultado del experimento
del acapite 3.2.2.5. Los brotes se transfirieron al medio de cultivo (5 explantes/frasco) y los
frascos se colocaron en la cdmara de cultivo como se refirié en el acapite 3.2.1. Se utilizé un
disefio experimental completamente aleatorizado y se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
monofactorial para cada indicador evaluado. Se usaron 50 explantes por tratamiento. Se
cuantificaron los indicadores descritos en el acapite 3.2.2.1 a los 15, 30, 45 y 60 dias de cultivo.
El mejor tiempo de cultivo se utilizd en el siguiente experimento.

3.2.2.7 Efecto del nUmero de subcultivo.

Con el objetivo de evaluar el efecto del nimero de subcultivo en la multiplicaciéon de los brotes
se utilizaron los brotes que mostraron mayor capacidad proliferativa en el experimento descrito
en el acapite 3.2.2.4. Los resultados obtenidos en el experimento descrito en el acapite 3.2.2.5
se tomaron como premisa para formular el medio de cultivo. Los brotes se transfirieron al
medio de cultivo (5 explantes/frasco) y los frascos se colocaron en la cdmara de cultivo como se
refirid en el acapite 3.2.1 durante el tiempo de cultivo que mostré el mejor resultado en el
experimento que se refirio en el acapite 3.2.2.6. Inicialmente se usaron 50 brotes y se
evaluaron 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 subcultivos. El experimento se realizd bajo un disefo
completamente aleatorizado y se utilizd un analisis de varianza (ANOVA) monofactorial para
cada indicador evaluado. Luego de cada subcultivo se evaluaron los indicadores que se
describieron en el acapite 3.2.2.1.

3.2.3 Efecto de la concentracion de acido naftalenacético en el enraizamiento in vitro

de los brotes.
Con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion de ANA en el enraizamiento de los
brotes se evaluaron cinco tratamientos: 0; 1,61; 3,22; 4,83 y 6,44 uymol-L'!. Se utilizaron
brotes individuales de 2 cm de longitud provenientes de las mejores condiciones de cultivo que

se obtuvieron como resultados de la experimentacion que se describié en el acapite 3.2.2. Los
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brotes se transfirieron al medio de cultivo semisélido que contenia: sales de Murashige y Skoog
(1962), 100 mg-L'! de mio-inositol, 1 mg-L'! de tiamina-HCl y 30 g-L! de sacarosa como se
describié en el acapite 3.2.1. Los frascos se colocaron en la camara de cultivo como se refiridé en
el acapite 3.2.1. Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado y se realizé un
anadlisis de varianza (ANOVA) monofactorial para cada indicador evaluado. Se usaron 50
explantes por tratamiento (5 explantes/frasco). A los 30 dias, se cuantificé el nUmero de brotes
con raices en cada tratamiento. Este resultado se expresd en porcentaje. Ademas, se evalué el
numero promedio de raices/brote y se midid la longitud de la raiz mas larga. El mejor
tratamiento sirvié de premisa para el siguiente experimento.

3.2.4 Efecto del sustrato en la aclimatizacion ex vitro de los brotes.

Este experimento se realizd con el objetivo de evaluar el efecto del sustrato en la aclimatizacion
de los brotes. Se utilizaron brotes individuales con mas de 3,0 cm de longitud y de 5-6 g de
masa fresca (Guerra y Dal Vesco, 2010) provenientes del enraizamiento con la mejor
concentracion de ANA que se obtuvo como resultado del experimento del acapite 3.2.3. Estos se
lavaron con abundante agua corriente para eliminar los restos de agar. Los brotes se
transfirieron a bandejas plasticas de 40 cavidades con (83 cm?) de sustrato. Se usaron tres
sustratos: cachaza, zeolita y cachaza+zeolita (v:v) (Anexo 1). Las condiciones de cultivo
fueron: 80% de humedad relativa, 25°C de temperatura, flujo de fotones fotosintéticos entre
400-500 pmol-m2:s* y un régimen de fotoperiodo luz y oscuridad correspondiente a los ciclos
naturales del dia y la noche. El riego se realizd por microaspersién automatizada durante
15 segundos cada 45 minutos. Se utilizaron 100 brotes por tratamiento distribuidos en cinco
bandejas con 20 explantes para cada una. Las bandejas se colocaron aleatoriamente en la casa
de cultivo. Se cuantificé el nimero de brotes que sobrevivieron/bandeja para cada sustrato
cada siete dias durante 28 dias. Este resultado se expresé en porcentaje. Para este indicador se
determind el intervalo de confianza (1-a=95%) en cada tiempo de evaluacién para cada
sustrato. A los 28 dias también se evaluaron el nimero promedio de hojas emitidas/planta, se
midié la masa fresca final de las plantas y se calculé el incremento de este indicador como la
diferencia resultante entre la masa fresca final de las plantulas y la masa fresca inicial. Para

estos indicadores se realizd un analisis de varianza (ANOVA) monofactorial. Después de la
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evaluacion, las plantas se transfirieron a bolsas de polietileno de 6,3 dm?® de capacidad que

contenian el mismo sustrato donde se mantuvieron durante cinco meses mas.

3.3 Efecto del ethrel en la inducciéon de proteasas en tallos de plantas aclimatizadas.
Determinacién de indicadores bioquimicos y fisiolégicos asociados a este proceso.

3.3.1 Determinaciéon de la concentracidon de proteinas y la actividad proteolitica de
extractos obtenidos a partir de tallos de plantas provenientes del habitat natural

y aclimatizadas.

Este experimento se realizd con el objetivo de caracterizar, en términos de concentracion de
proteinas y actividad proteolitica, los extractos crudos obtenidos a partir de tallos de plantas
aclimatizadas y compararios con los obtenidos de tallos de plantas provenientes de su habitat
natural. Las plantas aclimatizadas fueron cultivadas durante seis meses a partir de las mejores
condiciones que se obtuvieron en el experimento que se refiri6 en el acapite 3.2.4. Estas
plantas se caracterizaron por tener entre 10-12 hojas, 100-200 g de masa del tallo y 1,0-1,5 kg
de masa total. Mientras que las plantas provenientes del habitat natural tenian entre 18-20

hojas, 400-500 g de masa del tallo y 2,5-3,0 kg de masa total.

Los extractos proteoliticos se prepararon por triplicado como se refirié en el acapite 3.1.1. Se
cuantificd la actividad proteolitica frente a hemoglobina como sustrato y la concentracién de
proteinas como se describi6 en el acapite 3.1.1. Se realizaron tres determinaciones por
extracto. La actividad proteolitica especifica se calculé como se informd en el acapite 3.1.1. Se
utilizé la prueba t-Student para la comparacion de las medias de cada indicador evaluado.

3.3.2 Efecto de la concentracion de ethrel en la induccidn de proteasas en tallos de

plantas aclimatizadas.

Este experimento se realizé con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion de ethrel en
la induccién de proteasas en los tallos de plantas aclimatizadas. Las plantas fueron
aclimatizadas durante seis meses con las mejores condiciones de cultivo que se obtuvieron en el
acapite 3.2.4 y poseian las caracteristicas descritas en el acapite 3.3.1. Las soluciones de ethrel
(0; 1,5; 3,0; 4,5 y 6,0 mg-L'!) se prepararon a partir de una formulacidon comercial que
contenia 480 g-L™* del compuesto activo (acido 2-cloroetilfosfénico). Se aplicaron 40 mL de las
soluciones de ethrel en la zona central de la roseta de acuerdo con lo descrito por Turnbull et al.

(1999). Se mantuvieron las condiciones de cultivo que se describieron en acapite 3.2.4. El riego
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se suspendid por seis horas después de aplicado el producto. Se utilizaron 30 plantas por
tratamiento distribuidas en tres grupos de 10 plantas. Después de tres dias de aplicado el

producto, se colectaron los tallos de cada grupo de plantas.

Para preparar los extractos proteoliticos se procedid6 de acuerdo a lo descrito en el acapite
3.1.1. La cuantificacién de los indicadores: actividad proteolitica, concentracion de proteinas y
actividad proteolitica especifica se desarrollé6 como se refirid en el acapite 3.1.1. Se realizaron
tres extracciones y tres determinaciones por extracto. Se utilizd un andlisis de varianza
(ANOVA) monofactorial para cada indicador evaluado. El mejor resultado sirvié de premisa para
el siguiente experimento.

3.3.3 Efecto del tiempo de aplicacion del ethrel en la induccidon de proteasas en tallos

de plantas aclimatizadas.

Con el objetivo de estudiar el efecto del tiempo en la induccion de proteasas en tallos de plantas
aclimatizadas se realizd este experimento. Las plantas fueron aclimatizadas durante seis meses
con las mejores condiciones de cultivo que se refirieron en el acapite 3.2.4 y poseian las
caracteristicas descritas en el acapite 3.3.1. Se utiliz6 la concentracién de ethrel que mostré el
mejor resultado en el experimento del acapite 3.3.2. La solucién se aplico como se refirié en el
acapite 3.3.2. Se mantuvieron las condiciones de cultivo que se describieron en acapite 3.2.4. El
riego se suspendid por seis horas después de aplicado el producto. Se utilizaron 30 plantas por
tratamiento distribuidas en tres grupos de 10 plantas. La evaluacién se realizé alos 0; 1; 2; 3y
4 dias posteriores a la aplicacién de la solucidon de ethrel. En cada momento de evaluacién se

colectaron los tallos de cada grupo de plantas.

La preparacion de los extractos proteoliticos se realizé de acuerdo con lo descrito en el acapite
3.1.1. Para la determinar la actividad proteolitica, la concentracion de proteinas y la actividad
proteolitica especifica se procedié de acuerdo con lo descrito en el acapite 3.1.1. Se realizaron
extracciones y tres determinaciones por extracto. Se utilizd un andlisis de varianza (ANOVA)
bifactorial para cada indicador evaluado. El mejor resultado sirvié de premisa para el siguiente
experimento.

3.3.4 Determinacién de indicadores bioquimicos y fisiolégicos asociados a la

aplicacion del ethrel.
Este experimento se realizd para determinar el comportamiento de indicadores bioguimicos y

fisioldgicos asociados a rutas metabdlicas relacionadas con la respuesta a la aplicacion del ethrel
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en plantas aclimatizadas. Se utilizaron dos tratamientos: uno en el que a las plantas no se les
aplicé producto activo (Control) y otro en el que se aplicd a las plantas la concentracién de
ethrel que mostré el mejor resultado en el experimento descrito en el acapite 3.3.2. Las plantas
fueron aclimatizadas durante seis meses con las mejores condiciones de cultivo que se
obtuvieron en el acapite 3.2.4 y poseian las caracteristicas descritas en el acapite 3.3.1. La
preparaciéon y aplicacién de la solucién de ethrel se realizé segun lo descrito en el acapite 3.3.2.
Se utilizaron 30 plantas por tratamiento distribuidas en tres grupos de 10 plantas. El tiempo
para realizar las evaluaciones se seleccion6 de acuerdo con el mejor resultado del experimento
del acapite 3.3.3. Se utilizd la prueba t-Student para la comparaciéon de las medias de cada
indicador evaluado. Para la eleccién de la hoja donde se realizaron las evaluaciones se tuvo en
cuenta lo establecido para Ananas comosus (L.) Merrill (Aragoén et al., 2011). En todos los casos

se selecciond la hoja que forma un angulo de 45° con el eje vertical de la planta.

La medicion de la actividad fotosintética se realizé a la hoja descrita anteriormente de cinco
plantas por grupo con diez mediciones a cada una para un total de 150 mediciones. La
capacidad fotosintética maxima se midié con el CIRAS-2 acoplado a una cubeta universal
(PLC6). El 4rea de la cubeta se cubrié completamente con la hoja (2,5 cm?). La concentracién
de didéxido de carbono fue de 375 pymol-mol™. La humedad relativa se mantuvo entre 80-90%.
La intensidad de la luz fue de 400 pmol-m™-s™.. Los resultados de fotosintesis se expresaron en
pumol CO,-m™2:st,

Para deteminar la masa fresca y seca se colectaron las hojas, con las caracteristicas descrita
anteriormente, de cinco plantas por grupo. Se determind la masa fresca en una balanza
analitica (Sartorius). Para obtener la masa seca, las hojas se colocaron durante 72 horas a 70°C

en estufa convencional (HS62A) hasta que la masa fue constante.

Para cuantificar la concentracion de proteinas y la actividad proteolitica se colectaron las hojas
(con las caracteriticas descrita anteriormente) de cinco plantas por grupo. Se prepararon
extractos crudos por triplicado como se refirié en el acapite 3.1.1. La cuantificacién de la
concentracion de proteinas y la actividad proteolitica asi como el calculo de la actividad
proteolitica especifica se realizd como se describié en el acapite 3.1.1. Se realizaron tres

determinaciones por extracto.

41



Materiales y métodos

Para determinar la actividad de las enzimas guayacol peroxidasa y superdxido dismutasa
(SOD), los extractos proteicos se prepraron como establece el procedimiento de Jacobs et al.
(1999). Las hojas (con las caracteriticas descrita anteriormente) y los tallos (1 g) de cinco
plantas por grupo se maceraron en nitrogeno liquido. La extraccion se realizé por triplicado con
solucién amortiguadora Tris-HCI (0,35 mol-L*, pH 8,0), 50% de polivilpolipirrolidona,
20 mmol-L? de &cido etilendiaminotetracético (EDTA), 15 mmol-L'! de cisteina, y 0,2 mmol-L*
de PMSF a una proporcion 1:4,0 (m/v). La homogeneizacion se realizd en homogeneizador
Ultra-turrax T25. El homogenato se filtré por gasa y se centrifugd (Centrifuga Beckman, Modelo

J2-21) a 10 290 xg durante 20 minutos a 4°C. Se colecté el sobrenadante.

La actividad guayacol peroxidasa se determind segun el método de Pascual et al. (1983). La
mezcla de reaccion contenia: 50 yL de extracto de hojas y tallos; 700 pL de solucion
amortiguadora Tris-HCI (0,01 mol-L?, pH 7); 150 pL de guayacol (100 mmol-L') y 100 pL de
peroxido de hidrégeno. Se evalud la absorbancia a 470 nm cada 15 segundos durante tres
minutos. El promedio de la variacién de la absorbancia en la seccion lineal de la curva se tomd
en consideracion para estimar la actividad peroxidasa. En cada determinacion se tuvo en cuenta
la reaccion espontanea en el tiempo para los sustratos guayacol y perdéxido de hidrégeno. La
actividad enzimatica se calculé como el cociente de la variacién de la absorbancia medida en el
tiempo de ensayo con respecto a la variacion del tiempo, referidos al coeficiente de extincion
molar del guayacol (5570-10° pymol™-L-cm™). La actividad enzimatica guayacol peroxidasa se
expresé como U-g! de masa fresca, donde una unidad de actividad enzimatica corresponde a
1 umol de sustrato transformado en 1 minuto. La actividad peroxidasa especifica se calculd
como la relacion entre la actividad enzimatica guayacol peroxidasa y la concentracion de
proteinas obtenida para cada tratamiento. Se expresé en U-mg! de proteinas. Se realizaron

tres determinaciones por extracto.

Para determinar la actividad SOD (EC 1.15.1.1) se utilizo el procedimiento descrito por McCord
y Fridovich (1969). La mezcla de reaccion contenia: 80 uL de extracto de hojas y tallos, 900 pL
de solucién amortiguadora de fosfato de potasio-KOH (50 mmol-L!, pH 7,6), 0,1 mmol-L! de
EDTA; 0,01 mmol-L'! de Citocromo C (SIGMA) y 0,05 mmol-L'? de xantina y 20 pL
xantina oxidasa (EC 1.2.3.22; 0,03 unidades; SIGMA). La mezcla xantina-xantina oxidasa se

utilizé como fuente de radicales superéxido y se cuantificdé por el método del citocromo C
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(€340=21,1 mmol*-L-cm™). Se evalué la absorbancia a 550 nm cada 15 segundos durante tres
minutos. La actividad enzimatica SOD se expresd en U-g™! de masa fresca, donde una unidad de
actividad enzimatica corresponde a 1 pmol de superdxido transformado en 1 hora. La actividad
SOD especifica se calculd como la relacion entre la actividad enzimatica SOD y la concentracion
de proteinas obtenida para cada tratamiento. Se expresé en U-mg™* de proteina. Se realizaron

tres determinaciones por extracto.

La concentracion de malondialdehido (MDA) y otros aldehidos se determind por el
procedimiento descrito por Heath y Packer (1968). Las hojas (con las caracteriticas descrita
anteriormente) y los tallos (100 mg) se maceraron en nitrégeno liquido, se mezclaron con
1,4 mL de agua destilada, y se agitaron brevemente. Se adicionaron 1,5 mL de a&cido
tiobarbiturico 0,5% (m/v; en acido tricloroacético 20% (v:v)), y las muestras se incubaron en
un bafio termostatado a 100°C durante 25 minutos. Luego se colocaron en bafo de hielo por
cinco minutos y se centrifugaron a 756xg, durante 15 minutos. Se midié la absorbancia del
sobrenadante a 455, 532 y 600 nm en un espectofotdmetro UV visible Phamacia LKB-Ultrospec
III. La absorbancia no especifica del producto de la reaccion (600 nm) se sustrajo de la
absorbancia maxima a 532 nm para las mediciones del MDA, y de 455 nm para otros aldehidos.
Para el calculo de la concentracién de MDA se utiliz6 un coeficiente de extincion molar de
155 mmol™*-L-cm™ y para los otros aldehidos de 45,7 mmol*-L-cm™ (promedio de los
coeficientes de extincion del propanal, butanal, hexanal, y propanal-dimetilacetal) a 532 nm.

Los resultados se expresaron en pmol-g™! de masa fresca.

La concentracion de clorofila a, b y total se determindé segin el método de Porras (1991). Se
maceraron 100 mg de hojas en nitréogeno liquido y posteriormente se le adicionaron 0,5 mL de
acetona al 80% (v:v). Las muestras se centrifugaron a 12 100 xg y 4°C durante 15 minutos. Se
colectd el sobrenadante y se evalud la absorbancia a 647 nm y 664 nm. La concentracion de
clorofilas se calculé como:

Clorofila a = 12,25 Absorbancia 664 nm - 2,55 Absorbancia 647 nm
Clorofila b = 20,31 Absorbancia 647 nm - 4,91 Absorbancia 664 nm
Clorofila total = 17,76 Absorbancia 647 nm + 7,34 Absorbancia 664 nm

En cada caso los resultados se expresaron en ug-g* de masa fresca.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de proteasas a partir de plantas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.)
Mez.

4.1.1 Efecto del pH de extracciéon en la actividad proteolitica de extractos crudos de

diferentes 6rganos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

En la figura 2 se muestra la actividad proteolitica; la concentracion de proteinas y la actividad
especifica de los extractos de diferentes 6rganos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez que
se obtuvieron al realizar el procedimiento de extraccion a diferentes pH. Como se puede
apreciar la actividad proteolitica (figura 2A) fue significativamente mayor para los tallos cuando
la extraccién se realizé a pH 3 (508,91 U-kg! de masa fresca). En el caso de las hojas, este
indicador no tuvo diferencias significativas a los pH que se evaluaron. Por otra parte, la
actividad proteolitica en los frutos no mostré diferencias significativas entre los valores que se

obtuvieron para pH 4 y 5 (61,44 y 70,72 U-kg™! de masa fresca, respectivamente).

o))

o

o
,

g 600
a c A
8 @ 500 g 8500
= 58 b
=g <]
g & 4001 b S *= 400
I )
s é 300 c g 300
g =i c c
® o | PR
-g 9 200 c g 3200
§ 2 100 d d g d d 8 2100 | d
< e c Y
0 ; ; . §8 0
pH 3 pH 4 pH5 pH 3 pH 4 pH5
A : B
Tallos & Hojas  Frutos W Tallos @ Hojas ~ Frutos
~
g 1,20 a
o3
g 5 1,001 b
3 2
§¢ 0,80 c
oo
5 € 0,60 d
T D
& 040 d d
) e e
ZE f
t; 8 o2 .
<0
2 0,00 ‘ ‘
@ pH 3 pH 4 pH S5
c B Tallos ® Hojas  Frutos
Act. proteolitica Conc. proteinas Act. proteolitica especifica
(U-kg* masa fresca) (mg-kg* masa fresca) (U-mg proteina)
Media general 156,19 260,44 0,53
Error tipico de la media 18,81 30,52 0,06

Figura 2. Actividad proteolitica (A), concentracion de proteinas (B) y actividad especifica (C)
de extractos proteoliticos crudos obtenidos a varios pH, a partir de diferentes
organos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. Medias con letras desiguales
difieren estadisticamente (ANOVA bifactorial; Tukey; p< 0,05; n=9).
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La mayor concentracion de proteinas (597,27 mg-kg'de masa fresca) se logré en preparados
de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez con solucion de extraccién a pH 5, con
diferencias significativas del resto de los tratamientos. Este indicador no mostré diferencias
significativas para los diferentes pH evaluados en los extractos de hojas y frutos. No obstante,
los valores que se cuantificaron en los preparados de frutos fueron superiores a los de las hojas
(figura 2B).

Para la actividad proteolitica especifica (figura 2C) el mejor resultado le correspondié a los
tallos cuando la extraccion se hizo a pH3 (1,10 U-mg*’ de proteina), con diferencias
significativas con el resto de los tratamientos. En los preparados proteoliticos que se obtuvieron
a partir de hojas, la actividad proteolitica especifica fue mayor cuando la extraccién se realizé a
pH 4, con diferencias significativas con el resto de los pH evaluados. Por su parte, para los
frutos se observd que este indicador fue mayor para los pH 4 y 5, sin diferencias significativas
entre si (0,37 y 0,43 U-mg™* de proteina, respectivamente).

Este procedimiento de extraccién de cisteino proteasas a partir de dérganos de plantas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez, en el que se emplean protectores de los grupos -SH-
del centro activo y pH ligeramente acido, permitid obtener extractos crudos con altos valores de
actividad proteolitica. Hernandez et al. (1999) usaron la metodologia patentada por Hernandez
et al. (1997) y determinaron la actividad proteolitica de extractos de tallos de Ananas comosus
(L.) Merrill frente a hemoglobina (2,0%, m/v) como sustrato, al igual que se realizd en esta
investigacion. Los mejores resultados en cuanto a actividad proteolitica (5 357,90 U-kg™ de
masa fresca), concentracion de proteinas (3 939,00 mg-kglde masa fresca) y actividad
proteolitica especifica (1,36 U-mg 'de proteina) también los obtuvieron en los tallos cuando la
extraccidon se realizé6 a pH 3. En términos de actividad proteolitica especifica los resultados de
esta investigaciéon (1,10 U-mg™ de proteina) son comparables con los informados por dichos
autores, lo que demuestra que los rendimientos dependen del pH y se favorecen cuando la

extraccidn se realiza a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez a pH 3.

En investigaciones encaminadas a explicar los mecanismos de activacion de las cisteino
proteasas in vivo se informd que este proceso depende del pH (Wiederanders, 2003). También,

se demostrdé que existe un predominio de moléculas de enzima activa a pH acido. Esto puede
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explicarse ya que las variaciones de pH neutro a pH acido en las vacuolas provocan cambios en
la conformacién nativa de la enzima inactiva, lo que permite el procesamiento y plegamiento de

la enzima activa (Kihara et al., 2002).

Los mejores resultados obtenidos en el caso de tallos a pH 3 demostraron que la(s) enzima(s) es
(son) estable(s) a ese pH. Como se sefald anteriormente, uno de los mecanismos de activacién de
estas enzimas in vivo es por el pH (Turk et al., 1999; Miintz, 2007). Los resultados sugieren que
la(s) proteasa(s) presentes en este 6rgano se activan a valores acidos de pH. En el caso de los
extractos de frutos se observd una tendencia a lograr mejores resultados en la medida que se
incrementa el pH, es posible que la proporcién de enzimas presentes en ese 6rgano tengan
caracteristicas acido-base diferentes a las del tallo; de ahi que para los frutos, realizar la

extraccién a pH mas cercano al neutro podria mostrar resultados interesantes.

La comparacién de los rendimientos con otras tecnologias descritas no siempre es posible
debido a que no se tienen las mismas condiciones de trabajo. No obstante, existen informes
sobre la obtenciéon de bromelina a partir de Ananas comosus (L.) Merrill donde se exponen los
valores de actividad proteolitica obtenidos frente a hemoglobina como sustrato. Murachi (1970)
obtuvo 5 700,00 U-kg™ de masa fresca. Daley y Vines (1978) informaron 2 100,00 U-kg* de
masa fresca y Tisseau (1986) 2 200,00 U-kg™ de masa fresca. Por su parte, Herndndez et al.
(1999) tuvieron en su extracto una actividad proteolitica de 5 357,90 U-kg™* de masa fresca.
Estos valores de actividad proteolitica son superiores a los que se lograron en esta
investigacién. Sin embargo, en términos de actividad proteolitica especifica (1,10 U-mglde
proteina) los resultados que se obtuvieron para los tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.)
Mez son comparables o superiores a los informados en la literatura: 1,0-1,2 U-mg™! de proteina
con el proceso patentado por la Russian Academic Science, (1993); 1,15 U-mg™ de proteinas al
precipitar el jugo de tallos Ananas comosus (L.) Merrill con sulfato de amonio (Murachi, 1970) y
1,36 U-mg™ de proteinas al realizar la extraccién con una solucién de sulfuro de sodio a pH 3

(Hernandez et al., 1999).

En lo adelante, se realizd la extraccion de proteasas a partir de tallos de Hohenbergia

penduliflora (A. Rich.) Mez a pH 3.
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4.1.2 Caracterizacion molecular del preparado proteolitico parcialmente purificado.

Los resultados de la electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se
muestran en la figura 3. En el gel, las fracciones proteicas se agruparon en una banda ancha de
masa molar entre los 20 100 y los 31 000 Da. Este comportamiento electroforético es
caracteristico de las cisteino proteasas de plantas de la familia Bromeliaceae, para las que se ha
descrito que su masa molar oscila entre 21 000 y 30 000 Da (Grzonka et al., 2001). Harrach et
al. (1995) analizaron extracto crudo de bromelina en una electroforesis SDS-PAGE y obtuvieron
seis bandas de proteinas, de las cuales cinco se encontraban entre 20 100 y 30 000 Da.
Ademas, Pardo et al. (2000); Ldpez et al. (2000) y Bruno et al. (2003) informaron la presencia
de fracciones proteicas entre 21 000 y 30 000 Da en extractos de Bromelia balansae Mez,
Pseudoananas macrodontes (Morr.) Harms y Bromelia hieronymii Mez. Aunque el
comportamiento observado coincide con lo descrito para las proteasas de plantas de la familia
Bromeliaceae, eso no garantiza la presencia de una Unica proteina pues pueden coexistir
proteinas o isoformas que posean similar masa molar y diferentes puntos isoélectricos que no

pueden ser visualizados con esta técnica.

En la figura 4 se muestra el gel proveniente del isoelectroenfoque del preparado proteolitico
parcialmente purificado. Se puede apreciar la presencia de cuatro fracciones acidas con puntos
isoeléctricos inferiores a 5,85; notdandose ademas, una banda gruesa que se agrupa en la region
catddica con pl cercano a 2,8. En el zimograma, se observaron tres bandas claras que
demuestran que algunas fracciones del preparado proteotitico parcialmente purificado
hidrolizaron la caseina, lo que se corresponde con lo informado en la literatura sobre la utilidad

de esta técnica para detectar actividad proteolitica (Westergaard et al., 1980).

Los perfiles de isoelectroenfoque y zimograma son variables y dependen de la naturaleza del
extracto. Pardo et al. (2000) informaron que al realizar isoelectroenfoque de una preparacion
parcialmente purificada de frutos inmaduros de Bromelia balansae Mez. obtuvieron seis
fracciones proteicas con puntos isoeléctricos inferiores a nueve, de las cuales sélo dos bandas

mostraron actividad proteolitica en el zimograma.
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Figura 3. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) del
preparado proteolitico parcialmente purificado obtenido a partir de tallos de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. (1) Patrones de masa molar conocida, (2)
Preparado proteolitico parcialmente purificado. El gel contenia 12,5% de acrilamida. Se

colocaron 30 pg de proteinas en el gel.
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Figura 4. Isoelectroenfoque y zimograma del preparado proteolitico parcialmente purificado
obtenido a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. (1) Patrones
de pI conocido, (2) Preparado proteolitico parcialmente purificado, (3) Zimograma. El gel
para el isoelectroenfoque contenia 5,0% de acrilamida; anfolitos de rango de plI 2,8-6,5. Se

colocaron 10 ug de proteinas en el gel.
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Los resultados de los estudios electroforéticos permitieron definir una estrategia para la
purificacion de las proteasas presentes en la preparacion proteolitica parcialmente purificada
obtenida a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. La utilizacién de la
cromatografia de exclusidon molecular no es factible en este caso porque no permitiria la
separacion resolutiva de las proteasas presentes en el preparado proteolitico parcialmente
purificado debido a que todas poseen similar masa molar comprobada por electroforesis SDS-
PAGE. En el isoelectroenfoque se demostrd la presencia de varias fracciones acidas con
actividad proteolitica. Estos resultados conllevaron a elegir, para la purificacion de las proteinas,
un método basado en la separacion por su carga neta.

4.1.3 Caracterizacioén cinética del preparado proteolitico parcialmente purificado.
4.1.3.1 Determinacién del pH 6ptimo y la estabilidad en funciéon del pH.

Los resultados de la actividad proteolitica residual y la constante de inactivacién en funcién del
pH del preparado proteolitico parcialmente purificado obtenido a partir de tallos de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez se muestran en la figura 5. La actividad proteolitica residual fue
superior al 90% para el rango de pH 7,5-8,5; sin diferencias significativas para estos valores de
pH, por encima o por debajo de este rango la actividad proteolitica residual disminuyd cuando la
reaccion ocurrid a 37°C por 4 minutos. Al analizar el comportamiento de la constante de
inactivacion en funcidén del pH se observd que el preparado es mas estable en el rango de pH

entre 7,0 y 9,0; sin diferencias significativas entre si.

El perfil acampanado que se obtuvo concuerda con el comportamiento de muchas preparaciones
enzimaticas (Lehninger et al., 2005), incluyendo algunas de plantas de la familia Bromeliaceae
(Hernandez et al., 2003; Abreu et al., 2005; Bruno et al., 2006). El intervalo de pH dptimo es
variable en dependencia de la especie vegetal, el sustrato con el que se trabaja y las
condiciones a las que se realiza el ensayo enzimatico (Lépez et al., 2000; Hernandez et al.,
2003; Bruno et al., 2008). El rango de pH (7,5-8,5) donde la preparacion proteolitica
parcialmente purificada mostré la mayor actividad proteolitica es ligeramente basico muy
cercano al neutro. Este comportamiento es caracteristico de las endoproteasas cisteinicas de la

familia C1, que exhiben perfiles amplios de actividad proteolitica en funcién del pH, sin embargo
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el valor éptimo se encuentra, generalmente, a pH cercano a 7,0 frente a sustratos sintéticos y

proteicos (Barrett et al., 2004; Dubey et al., 2007).
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Figura 5. Comportamiento de la actividad proteolitica residual y la constante de inactivacién
en funcion del pH del preparado proteolitico parcialmente purificado obtenido a
partir de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. [Sustrato]=1% (m/v),
[Enzima]=0,1 mg-mL'l, 4 minutos. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente
para cada indicador (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05; n=9).

El pH éptimo de una enzima no es necesariamente idéntico al pH de su entorno celular
(Lehninger et al., 2005). En las plantas, las cisteino proteasas se almacenan en las vacuolas o
en la pared celular donde el pH es ligeramente acido (Grudkowska y Zagdanska, 2004),
generalmente estas enzimas son muy estables a esos valores de pH (Haq et al., 2002); sin
embargo estan alejados del pH éptimo para la hidrélisis de proteinas, lo que es conveniente

para evitar la autoproteolisis (Obregon et al., 2009b).

Hernandez et al. (2003) estudiaron la estabilidad en funcién del pH de extractos crudos
obtenidos a partir de tallos de Ananas comosus (L.) Merrill y observaron que la preparacion
proteolitica es estable en un rango amplio de pH, desde 3,0 hasta 9,0 por 120 minutos. Por su
parte, Abreu et al. (2005) caracterizaron bioquimica y funcionalmente un preparado enzimatico
parcialmente purificado por precipitaciéon etandlica de frutos de Bromelia pinguin L. vy
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demostraron que el mismo conserva mas del 70% de su actividad original al cabo de las
dos horas de incubado a pH 7,2; 8,08 y 9,25. Al comparar los resultados que se obtuvieron en
esta investigacion con los que informaron estos autores se puede apreciar que la estabilidad en
funcion del pH del preparado proteolitico parcialmente purificado de tallos de Hohehenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez fue superior pues a pH 7,0; 8,0 y 9,0 el preparado conservé entre el

85 y 90% de la actividad proteolitica residual a los 120 minutos de incubacion.

Estos factores son de gran importancia en los estudios in vitro para establecer las mejores
condiciones de reaccién. El rango de pH 7,5-8,5, donde el preparado proteolitico parcialmente
purificado mostré los mayores valores de actividad proteolitica se encuentra dentro del rango de
pH (7,0-9,0) donde el preparado resulté ser mas estable. De acuerdo con los resultados se
continud la caracterizacién del preparado proteolitico parcialmente purificado a pH 8,0.

4.1.3.2 Determinacion de la temperatura “6ptima” y la estabilidad en funciéon de la temperatura.
La figura 6 muestra el perfil de actividad proteolitica residual y la constante de inactivacién del
preparado proteolitico parcialmente purificado en funcién de la temperatura. El preparado
conserva mas del 60% de la actividad proteolitica para el rango de temperaturas entre 25 vy
550C, sin embargo el mejor resultado se obtuvo cuando la reacciéon enzimatica se desarrollé a
450C, con diferencias significativas con el resto de los tratamientos. El comportamiento de la
constante de inactivacion reflejé6 que el preparado proteolitico parcialmente purificado es muy
estable hasta 45°C. A temperaturas superiores a 45°C, la estabilidad térmica comienza a
disminuir progresivamente. El valor de k=0,015 min™ para la temperatura de 75°C demostrd

qgue a esa temperatura el preparado proteolitico parcialmente purificado no es estable.

La elevacion de la temperatura generalmente conlleva al aumento de la velocidad de las
reacciones quimicas, ya que provoca un incremento del movimiento térmico y de la energia.
Esto hace que aumente el nimero de moléculas capaces de alcanzar el estado de transicion, es
decir mayor cantidad de reaccionantes se transforman en producto (Lehninger et al., 2005). La
temperatura “6ptima” de una reaccidon enzimatica varia en dependencia de las condiciones
experimentales, ya que factores como la concentracién de enzima, la concentraciéon de

sustrato, el pH, la fuerza idnica y en especial el tiempo del ensayo afectan la estabilidad
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conformacional de la molécula. Por lo general, la inactivacion de las enzimas comienza a ser

apreciable a temperaturas comprendidas entre 55 y 60°C (Chavez et al., 2002).
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Figura 6. Comportamiento de la actividad proteolitica residual y la constante de inactivacién
en funcion de la temperatura del preparado proteolitico parcialmente purificado
obtenido a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.
[Sustrato]=1% (m/v), [Enzima]=0,1 mg-mL'l, 4 minutos. Medias con letras desiguales
difieren estadisticamente para cada indicador (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05; n=9).

Abreu et al. (2005) estudiaron la estabilidad térmica de un preparado parcialmente purificado
de Bromelia pinguin L. e informaron que la preparacion proteolitica conservé entre el 70 y 80%
de su actividad al incubarla a temperaturas de 22, 37 y 45°C por 120 minutos. Los resultados
gue se obtuvieron en esta investigacion son superiores a los descritos por estos autores. La
preparacion parcialmente purificada de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez
conservo entre el 88 y 90% de la actividad proteolitica residual al ser incubada a 20, 25, 37 y
450C por 120 minutos. Esta propiedad constituye una herramienta importante para la
utilizacion del preparado proteolitico parcialmente purificado obtenido de tallos en procesos

industriales donde se use para catalizar la hidrolisis de proteinas.

La estabilidad térmica puede afectarse, ademas, por otros factores relacionados tanto con la

enzima como con el sustrato (Chavez et al., 1990). No obstante, la preparacidén proteolitica
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parcialmente purificada mostré alta estabilidad térmica en funcion del tiempo, esto concuerda
con lo informado en la literatura para endoproteasas cisteinicas (Rowan y Buttle, 1994; Barrett

et al., 2004).

4.1.4 Efecto de inhibidores sobre la actividad proteolitica del preparado proteolitico

parcialmente purificado.

El comportamiento de la actividad proteolitica residual del preparado proteolitico parcialmente
purificado obtenido a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez frente a varios
tipos de inhibidores de proteasas se muestra en la figura 7. El PMSF, |la pepstatina Ay la 1,10-
fenantrolina no inhibieron al preparado proteolitico parcialmente purificado, sin embargo el E-64
lo inhibié totalmente.
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Figura 7. Comportamiento de la actividad proteolitica residual del preparado proteolitico
parcialmente purificado obtenido a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora
(A. Rich.) Mez frente a inhibidores de proteasas. [Enzima]=20 ug-mL™'. Medias con
letras desiguales difieren estadisticamente (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05; n=9).

Los inhibidores irreversibles actlian de diversas formas: pueden enlazarse covalentemente al
sitio activo de la enzima, bloquear un grupo funcional que es esencial para la catalisis
enzimatica o formar una asociacidon no covalente sutrato-enzima muy estable. Estas moléculas
son una herramienta Gtil para estudiar los mecanismos de reaccion de las enzimas debido a que
cada inhibidor sélo reacciona con el sitio activo de enzimas especificas (Lehninger et al., 2005).
El PMSF es inhibidor de serino proteasas, la pepstatina A de proteasas asparticas, la 1,10-

fenantrolina de metalo proteasas y el E-64 de proteasas cisteinicas (Dunn, 1989). Los
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resultados confirmaron la naturaleza cisteinica de las proteasas presentes en el preparado
proteolitico parcialmente purificado de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

El mecanismo inhibitorio del E-64 es resultado del enlace por puente de hidrégeno y las
interacciones hidrofobicas que se establecen entre la molécula de inhibidor y la proteasa
(Matsumoto et al., 1999). La irreversibilidad de esta inhibicién estd dada por la reaccién del
grupo epoxi en la posiciéon C2 del inhibidor con el residuo de cisteina en posiciéon 25 que forma
parte del sitio catalitico de la proteasa (Govrin y Levine, 1999).

Las plantas de la familia Bromeliaceae son una fuente natural rica en cisteino proteasas (Rowan
y Buttle, 1994; Rowan, 1998). La presencia de proteasas cisteinicas en el preparado proteolitico
parcialmente purificado de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez concuerda con lo
informado en la literatura para las plantas de esta familia (Rowan et al., 1990; Pardo et al.,
2000; Bruno et al., 2006, 2008). Esto unido a las condiciones que se establecieron para la
extraccién (uso de protectores de los grupos -SH- del centro activo y pH ligeramente acido)
favorecio la obtencion de este tipo de proteasa e impidié la detecciéon de otras proteasas con
mecanismo catalitico diferente. Este resultado constituye un elemento valioso que permite

confirmar que las proteasas presentes en el extracto de partida son de tipo cisteino.

4.1.5 Purificacion de cisteino proteasas a partir del preparado proteolitico

parcialmente purificado.
El cromatograma tipico que se obtuvo al purificar el preparado proteolitico parcialmente
purificado por cromatografia de intercambio aniénico con gradiente lineal de 0-1,0 mol-L! de
cloruro de sodio se muestra en la figura 8. En el cromatograma se observan cuatro fracciones
proteicas mayoritarias, tres de ellas poseen actividad proteolitica. Se observd una fraccion de
proteinas no retenida que eluyd de la columna antes de la aplicacion del gradiente. Con la
aplicacion del gradiente, comenzaron a eluir gradualmente las proteinas con punto isoeléctrico
cercano al neutro o ligeramente acidas hasta que finalmente salen de la columna las proteinas
de menor punto isoeléctrico. Se seleccionaron las fracciones de la 33 a la 39 (I) y se decidio
optimizar las condiciones de corrida para lograr mayor resolucién de ese pico que mostré mayor

actividad proteolitica especifica.
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Figura 8. Cromatografia de intercambio aniénico en FPLC del preparado proteolitico
parcialmente purificado obtenido a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora
(A. Rich.) Mez. Matriz Q-Sefarosa, gradiente lineal de 0-1 mol-L™* de NaCl en el tampén
de corrida (Tris-HCl 50 mmol-L™!; 5 mmol-L! de Na,S406.2H,0; pH 7,6; 20°C; cuatro
voliumenes de columna). Volumen de la columna 20 mL. Volumen de muestra aplicado
4 mL. [muestra] =0,43 mg-mL'l.

En la figura 9 aparecen los resultados de la corrida cromatografica resultante al purificar el
preparado proteolitico parcialmente purificado por cromatografia de intercambio anidnico con
gradiente lineal de 0-0,15 y 0,15-0,60 mol-L* de cloruro de sodio. Con estas condiciones se
logrdé la separacion de la proteasa de interés del resto de las fracciones activas. Teniendo en
cuenta que en la literatura no se encontraron estudios precedentes de aislamiento y purificacién
de cisteino proteasas de esta especie, en lo adelante se hara referencia a la fraccidon purificada

(I) con el nombre de pendulifloraina I.

La tabla 1 muestra los rendimientos de las diferentes etapas de la purificacion del extracto
crudo de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. Los rendimientos en términos de
actividad fueron del 56,70% y se logré un grado de pureza de 5,80.

En la literatura se describen los rendimientos en la purificacion de proteasas de la familia
Bromeliaceae. Murachi (1970) obtuvo un grado de pureza de 1,5 y un rendimiento del 32% al
purificar bromelina comercial (polvo de acetona) por intercambio i6nico. Por su parte, Napper et

al. (1994) purificaron cisteino proteasas de Ananas comosus (L.) Merrill por cromatografia de
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intercambio idénico en un sistema FPLC y aunque no informaron cuantitativamente el
rendimiento, se refirieron a la pérdida de material activo. Lépez et al. (2000) purificaron
macrodontaina I y II en FPLC con matriz de intercambio idénico e informaron rendimientos de 21
y 10%, respectivamente. Pardo et al. (2000) purificaron la balansaina I por intercambio
aniénico en FPLC y obtuvieron un rendimiento final de 48,3% y 2,9 de grado de pureza. Por su
parte, Bruno et al. (2008) lograron en la purificacion de hieronymaina III un rendimiento final

de 20,0% vy 3,5 de grado de pureza.
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Figura 9. Cromatografia de intercambio aniénico en FPLC del preparado proteolitico
parcialmente purificado obtenido a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora
(A. Rich.) Mez. Matriz Q-Sefarosa, gradiente lineal de 0-0,15 mol-L* de NaCl en cuatro
volimenes de columna y 0,15-0,60 mol-L™! de NaCl en dos volimenes de columna, en el
tampon de corrida (Tris-HCI 50 mmoI-L'l; 5 mmol-L! de Na,S406.2H,0; pH 7,6; 20°C).
Volumen de Ila columna 20 mL. Volumen de muestra aplicado 4 mL.
[muestra]=0,43 mg-mL?.

Tabla 1. Rendimientos de la purificacion del extracto crudo de tallos de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez mediante cromatografia de intercambio aniénico en
matriz de Q-Sefarosa (FPLC).

Etapas Vol Conc. Prot Prot. Total Act. Enz. Act. Enz Total Act. Esp. Rend G.P

(mL)  (mg-mL™) (mg) u-mL?h ) (U'mg™) (90)
Extracto crudo 4,0 0,89 3,56 0,98 3,92 1,10 100,00 1,00
PPPP* 4,0 0,74 2,95 0,89 3,56 1,21 90,80 1,10
Pendulifloraina I 18,0 0,02 0,29 0,11 2,02 7,00 56,70 5,80

*PPPP: preparado proteolitico parcialmente purificado.

Al comparar los rendimientos que se informan en la literatura para las cisteino proteasas de la

familia Bromeliaceae, en los cuales se utilizan métodos similares de purificacion, con los
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obtenidos en esta investigacion se puede apreciar que los aqui expuestos son superiores. La
estrategia trazada para la purificaciéon de la fraccidon proteolitica mayoritaria presente en el
preparado proteolitico parcialmente purificado es eficiente en términos de rendimientos. Sin
embargo, en este preparado existen otras proteasas o isoformas de esta proteasa que pudieran
ser purificadas y caracterizadas en investigaciones futuras. Finalmente se decidié realizar la
caracterizacion molecular y cinética de la pendulifloraina I.

4.1.6 Caracterizacion molecular de la proteasa purificada.

4.1.6.1 Estudios electroforéticos.

La figura 10 muestra la electroforesis SDS-PAGE de la pendulifloraina I. Se puede observar la
presencia de una banda cuya masa molar se encuentra entre 20 100 y 31 000 Da. El gel
proveniente del isoelectroenfoque y el zimograma de la pendulifloraina I comparada con el
preparado proteolitico parcialmente purificado aparece en la figura 11. Como se puede apreciar
se logré la purificacion de una enzima proteolitica con pl entre 4,55 y 5,20. En el
isoelectroenfoque de la pendulifloraina I (figura 11, columna 3) se observaron dos bandas
proteicas que coinciden con las del preparado proteolitico parcialmente purificado (figura 11,
columna 2). En el zimograma, se observd una banda clara que evidencid la actividad proteolitica

de la pendulifloraina I al hidrolizar la caseina (figura 11, columna 5).

Los valores de masas molares informados para las cisteino proteasas del clan CA familia C1
(familia de la papaina) oscilan entre 21 000-30 000 Da (Grzonka et al., 2001). Especificamente
para cisteino proteasas aisladas de plantas de la familia Bromeliaceae la masa molar es
aproximadamente 25 000 Da (Rowan et al., 1990). Varios autores informaron la presencia de
bandas proteicas de masa molar entre 20 100 y 31 000 Da al realizar electroforesis SDS-PAGE
de las enzimas proteoliticas aisladas de plantas de la familia Bromeliaceae. Para cisteino
proteasas obtenidas a partir de diferentes 6rganos de Ananas comosus (L.) Merrill, Rowan y
Buttle (1994); Harrach et al. (1995) y Rupachandra et al. (2004) notaron este comportamiento,
mientras que Pardo et al (2000); Lépez et al. (2000) y Bruno et al. (2003, 2008) informaron
similares resultados para proteasas purificadas a partir de extractos de frutos de Bromelia
balansae Mez, Pseudoananas macrodontes (Morr.) Harms y Bromelia hieronymii Mez,

respectivamente.
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Figura 10. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de la
pendulifloraina I purificada por intercambio anidnico en FPLC. (1) Patrones de
masa molar conocida, (2) Pendulifloraina I. El gel contenia 12,5% de acrilamida. Se
colocaron 20 ug de proteinas en el gel.
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Figura 11. Isoelectroenfoque y zimograma de la pendulifloraina I purificada por intercambio
anionico en FPLC. (1) Patrones de pI conocido, (2) Preparado proteolitico parcialmente
purificado, (3) pendulifloraina I, (4) gel de agarosa 1% (m/v) del preparado proteolitico
parcialmente purificado, (5) Zimograma de la pendulifloraina I. El gel para IEF contenia
acrilamida 5,0%; anfolitos de rango de pI 2,8-6,5. Se colocaron 10 ug de proteinas en el
gel.
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Las enzimas de este clan y de la familia de la papaina tienen una arquitectura general muy
similar con un arreglo catalitico (residuos de Cys?®, His!*° y Asn'’®) muy conservado (Theodorou
et al., 2007). La similitud estructural de estas enzimas sugieren la existencia de un precursor
comun, que con la evolucién de las especies hace que hoy se conozcan mas de 500 cisteino
proteasas de esta familia, en los reinos de plantas y animales (Wiederanders, 2003). La
conservacion estructural de las moléculas permiten asegurar que son el resultado de la
evolucion de millones de anos (Feijoo-Siota y Villa, 2011).

La existencia de dos bandas proteicas en el isolectroenfoque de la pendulifloraina I pudiera
estar relacionada con la presencia de isoformas en el extracto de partida, o con diferencias en el
procesamiento celular de la enzima. La heterogeneidad de cargas de las cisteino proteasas
aisladas de diferentes 6rganos de plantas es un tema ampliamente discutido. Rowan et al.
(1990) informaron la existencia de bandas multiples en el isoelectroenfoque de algunas
proteasas purificadas de plantas de la familia Bromeliaceae. Por su parte, Harrach et al. (1995,
1998) describieron que al purificar cisteino proteasas de plantas de Ananas comosus (L.) Merrill
simples cambios de temperatura, o la congelacién-descongelacion de los extractos provocaron
variaciones en los perfiles de purificacion por intercambio idnico atribuido a variaciones de carga
neta de las proteinas. Para el caso de la bromelina de tallo estos autores observaron que se
presentan dos formas de la enzima, que se visualizaron como dos bandas separadas en el
isoelectroenfoque, que mantuvieron constante su masa molecular y secuencia amino terminal.
Ademas, relacionaron este comportamiento con una modificacion quimica dada por Ia

desaminacion de ciertos residuos y la sustitucion por grupos hidroxilos.

Bruno et al. (2008) informaron que el isoelectroenfoque de la hieronymaina III evidencié la
presencia de dos bandas con valores de plI 5,9 y 6,4. Mientras que la electroforesis SDS-PAGE
de la enzima purificada mostré una banda Unica de proteinas con masa molar cercana a
25 000 Da. Estos autores atribuyen este comportamiento a procesos de desaminaciéon en uno o
mas residuos de aspargina y/o glutamina, que traen como resultado final cambios en la carga

neta pero no en la masa molar de la hieronymaina III.
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La determinacion de la masa molar y la secuencia aminoterminal de la pendulifloraina I
aportaran nuevos elementos para la caracterizacion de esta nueva molécula, asi como
permitirdn explicar el comportamiento electroforético observado para esta enzima.

4.1.6.2 Determinacion de la masa molar por espectrometria de masa.

Los resultados de la espectrometria de masa MALDI-TOF de la pendulifloraina I se muestran en
la figura 12. Se obtuvo un valor de masa molar de 23 412 Da, el cual se encuentra dentro del
rango establecido para las cisteino proteasas (21 000 y 30 000 Da) y es similar al de otras

proteasas de plantas de la familia Bromeliaceae (Grzonka et al., 2001).
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Figura 12. Espectro de masa (MALDI-TOF) de la pendulifloraina I.

Desde que se realizaron los primeros aislamientos de bromelina, la masa molar se ha estudiado
y se han informado resultados contradictorios en dependencia del grado de pureza del extracto.
Ritonja et al., (1989) calcularon la masa molar de bromelina de tallos a partir de los residuos de
aminoacidos y la masa relativa del oligosacarido e informaron que era 23 800 Da. En
investigaciones que realizaron Rowan et al., (1990) la masa molar de esta proteasa por analisis
de los perfiles electroforéticos resulté ser de 26 000 Da. Los resultados de la espectrometria de

masa informaron un valor de 24 500 Da (Harrach et al., 1995).

Varios autores utilizaron la espectrometria de masas para determinar la masa molar de
cisteino proteasas aisladas de plantas de la familia Bromeliaceae. Lopez et al. (2000, 2001)

informaron que la masa molar de la macrodontaina I y II es de 23459 y 23 703 Da,
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respectivamente. En el caso de la balansaina I, Pardo et al. (2000) determinaron que su masa
molar era de 24 400 Da. Bruno et al. (2003, 2006, 2008) obtuvieron masas molares de
24 066, 23 411, 23 713 Da para la hieronymaina I, Il y III respectivamente. Cabral et al.
(2006) informaron que la fastuosaina posee una masa molar de 25 000 Da.

4.1.6.3 Determinacion de la secuencia amino terminal.

La secuenciacion del extremo amino terminal de la pendulifloraina I mostrd la existencia de dos
poblaciones moleculares: AVPQSIDWRDYGAVTTDKNQ y VPQSIDWRDYGAVTTDKNQ. El
procesamiento in vivo de cisteino proteasas de esta familia rinde en muchos casos moléculas
idénticas que sélo se diferencian en algunos residuos de la region amino terminal (Ritonja et al.,
1989; Carter et al., 2000). Este hecho también se atribuye al procesamiento del polipéptido que
en algunos casos da como resultado una enzima activa cuyo sitio de corte no es el esperado
(Avilés et al., 1994; Wiederanders, 2003). En esta investigacion se obtuvieron resultados
similares a los de Ritonja et al. (1989). Estos autores informaron la presencia de dos secuencias
amino terminal para bromelina de tallo que se diferenciaron solamente en el aminoacido inicial.

El 25% de las secuencias comenzaban por alanina y el 75% por valina.

En la tabla 2 aparece la comparacion de la secuencia amino terminal de la pendulifloraina I con
otras cisteino proteasas aisladas de plantas de la familia Bromeliaceae y la papaina. La
pendulifloraina I mostré elevada homologia con las proteasas obtenidas de plantas de esta
familia. Las poblaciones de pendulifloraina I tienen 90 y 85% de homologia con la bromelina de
tallo, mientras que con la bromelina de fruto, la macrodontainal y II y la balansainal los

porcentajes de homologia fueron de 85 y 80%, respectivamente.

Es importante sefalar que en las cisteino proteasas comparadas, se encuentra conservado el
residuo glutamina en la posicion P19 (sistema de numeracion de la papaina). Este aminoacido
juega un papel fundamental en la formacién de la cavidad oxoanidnica durante la catalisis
enzimatica (Rawlings y Barrett, 1993) y contribuye a la estabilizacion de este estado de
transicion (Ménard et al., 1995). La prolina en la posicion P2 (sistema de numeracion de la
papaina) también se encuentra conservada, lo que se atribuye al papel protector de este

aminoacido frente al ataque de aminoproteasas (Barrett et al., 2004).
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Tabla 2. Comparacion de la secuencia amino terminal de la pendulifloraina I con algunas
proteasas aisladas a partir de plantas de la familia Bromeliaceae y la papaina. La
busqueda de homologia de las secuencias se realizd con el servicio BLAST (Altschul et al.,
1997), disponible en URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. En azul aminoacidos no

conservados y en anaranjado regiones conservadas en todas las secuencias.

Cisteino proteasa Fuente vegetal Secuencia amino terminal Homologia(26) Referencia
Pendulifloraina I Hohenbergia pendulifora AV P QS I DWRDYGAVTTDKNDO

VPQSI DWRDYGAVTTDIKNO
Bromelina de tallo  Ananas comosus AVPQSI DWRDYGAVTSVKNRO 90,0%*; 85,0**  Ritonja et al., 1989
Bromelina de fruto  Ananas comosus AVPQSI DWRDYGAVNEVKNDQOQO 85,0; 80,0 Yamada et al ., 1976
Macrodontaina I Pseudoananas sagenarius AV P QS I DWRDY GAVNEVKNOG 85,0; 80,0 Lopez et al., 2000
Macrodontaina II Pseudoananas sagenarius AV P QS I DWRDY GAVNEVKNON 85,0; 80,0 Lopez et al., 2001
Balansaina I Bromelia balansae AVPESI DWRDYGAVTSVKNO 85,0; 80,0 Pardo et al., 2000
Ananaina Ananas comosus VPQSI DWRDSGAVTSVKNRO 80,0; 85,0 Lee et al., 1997
Comasaina Ananas comosus VPQSI DWRNYGAVTSVKNO 80,0; 85,0 Napper et al., 1994
Hironymaina I Bromelia hieronymi ALPESI DWRAKGAVTEVKROQD 65,0; 60,0 Bruno et al., 2003
Papaina Carica papaya Il PEYVDWRQKGAVTPVKNOG 55,0; 60.0 Cohen et al., 1986

*Homologia para la primera secuencia de pendulifloraina I.
**Homologia para la segunda secuencia de pendulifloraina I.

Las regiones DWR y GAV estan presentes en todas las proteasas que se compararon. Notese
gue para el caso de las cisteino proteasas de plantas de la familia Bromeliaceae también se
conservan los aminoacidos serina (S, en la posicion 4) e isoleucina (I, en la posicidon 5) lo que
hace que la region conservada sea mayor (SIDWR), esto explica que el porcentaje de identidad

entre las proteasas de la misma familia sea tan elevado.

El aislamiento, purificacion y caracterizacion de una nueva cisteino proteasa (pendulifloraina I)
a partir de tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez contribuye a ampliar el
conocimiento sobre este importante grupo enzimatico. La pendulifloraina I es un nuevo
miembro de la familia de la papaina (clan CA), con alta homologia, preferentemente, con

cisteino proteasas aisladas de plantas de la familia Bromeliaceae.

Las amplias potencialidades de uso que pudieran tener los extractos proteoliticos que se
obtuvieron a partir de los tallos de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez y la enzima
purificada (pendulifloraina I) resulta un tema muy atractivo para desarrollar investigaciones
futuras. Sin embargo, para lograr este empeno se necesitaria contar con mayores volimenes
de material vegetal. La masa promedio del tallo de una planta adulta de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez oscila entre 400-500 g. Esto implica que para procesar un kilogramo
de tallo se necesitan extraer dos o tres plantas de su habitat natural, lo que provocaria serias
afectaciones en estos ecosistemas pues la propagacion natural de esta planta es muy lenta y

depende en gran medida de las condiciones ambientales. El establecimiento de una
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metodologia de cultivo in vitro para la obtencidon de plantas de Hohenbergia penduliflora (A.
Rich.) Mez a partir de las cuales se pueda realizar la extraccion de proteasas sin causar

alteraciones a la biodiversidad resolveria este inconveniente.

4.2 Propagacion in vitro de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

4.2.1 Establecimiento in vitro. Efecto del tiempo de desinfeccion de las semillas.

El efecto del tiempo de desinfecciéon en el porcentaje de contaminacién y germinacion de las
semillas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez con hipoclorito de sodio (2%, v:v) se
muestra en la figura 13. Como se puede apreciar a medida que se aumenta el tiempo de
desinfeccion disminuyen los niveles de contaminacion y aumenta el porcentaje de germinacién.
Cuando las semillas se desinfectaron durante 20 y 25 minutos no se presentaron explantes
contaminados y se logré el 100% de germinacion, lo que difiere significativamente del resto de
los tratamientos (figura 13). En todos los tratamientos las semillas que estuvieron libres de
contaminacion germinaron sin dificultad, lo que indica que no se presentaron sintomas de
toxicidad en las semillas por accion del agente desinfectante durante el desarrollo del

experimento.
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Media general 28,25 71,75
Error tipico de la media 3,10 5,52

Figura 13. Efecto del tiempo de desinfeccion con hipoclorito de sodio (2%, v:v) en el
establecimiento de las semillas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.
Medias con letras desiguales difieren estadisticamente para cada indicador (ANOVA de un
factor; Tukey; p< 0,05; n=10). Para el tratamiento estadistico los datos se
transformaron de acuerdo con x ' = 2arcoseno (x/100)%°. Los datos que se presentan en
la figura son los datos no transformados.
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El hipoclorito de sodio es uno de los desinfectantes quimicos que mas se utiliza en el
establecimiento in vitro de plantas de la familia Bromeliaceae (Guerra y Dal Vesco, 2010).
Pompelli y Guerra (2005) lograron la desinfeccidn de semillas de Dyckia distachya Hassler con
etanol (70%) por 3 minutos seguido de hipoclorito de sodio (5%) por 30 minutos y lograron el
100% de germinacion de las semillas. Por su parte, Rech Filho et al. (2005) trataron las
semillas de Vriesea reitzii Leme y Costa inicialmente con etanol (70%) por dos minutos y luego
con hipoclorito de sodio (2%) por 30 minutos logrando un porcentaje de germinacion del 100%.
Garcia et al. (2009) utilizaron etanol (70%) por 5 minutos seguido de hipoclorito de sodio (2%)
por 20 minutos para la desinfeccién superficial de semillas de Neoglaziovia variegata (Arr.

Cam.) Mez.

En los protocolos descritos anteriormente se utilizaron concentraciones de hipoclorito de sodio
entre 2 y 5% y tiempo de desinfecciéon entre 20 y 30 minutos. Los mejores resultados de este
experimento se encuentran dentro de ese rango pues se lograron con hipoclorito de sodio (2%)
durante 20 y 25 minutos (figura 13). Sin embargo, el uso previo de etanol al 70% es una
practica muy generalizada. En la desinfeccion de las semillas de Hohenbergia penduliflora (A.
Rich.) Mez se omitid ese paso para evitar el contacto con otro agente quimico previo a la accién

del hipoclorito de sodio (2%) lo cual pudiera aumentar la muerte de las semillas por toxicidad.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en lo adelante se utilizd para la desinfeccion
superficial de las semillas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez el hipoclorito de sodio
(2%) por 20 minutos debido a que este fue el menor tiempo con el que se logré controlar la
contaminacién sin afectar la germinacion de las semillas.

4.2.2 Multiplicacion in vitro de los brotes.

4.2.2.1 Efecto del tipo de citoquinina.

En la figura 14 se muestra el efecto del tipo de citoquinina en la multiplicacion de brotes de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. Como se puede apreciar el mayor numero de
brotes/explante y la longitud promedio de los brotes/explante (0,37 brotes/explante y 0,21 cm,
respectivamente) se obtuvo cuando se utilizd6 medio de cultivo suplementado con BA, sin
diferencias significativas con el TDZ (0,32 brotes/explante y 0,19 cm, respectivamente) (figura

14A y B). La concentracién que se utilizd de kinetina (4,4 umol-L™') no provocéd formacién de

62



Resultados y discusién

nuevos brotes (figura 14A), sin embargo se observd la formacion de raices en el 90% de los

brotes (figura 14C). En los brotes cultivados con BA y TDZ no se notd la presencia de raices

(figura 14C).
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Figura 14. Efecto del tipo de citoquinina en la multiplicacién in vitro de los brotes de

Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de 30 dias de cultivo. A) Nimero
de brotes/explante (n=50), B) Longitud promedio de los brotes/explante (n=50), C)
Porcentaje de brotes con raices (n=10) y D) Coeficiente de multiplicacién (n=50). Medias
con letras desiguales difieren estadisticamente para cada indicador (ANOVA de un factor;
Tukey; p< 0,05). Para el tratamiento estadistico, los datos de nimero de brotes/explante
y brotes con raices se transformaron de acuerdo con x = (x+0,5)%°y x = 2arcoseno
(x/100)%°, respectivamente. Los datos que se presentan en la figura son no

transformados.

El comportamiento que se observd en los explantes cultivados con kinetina no es tipico de las

citoquininas (figura 14A y C). En general, estas fitohormonas se caracterizan por favorecer la

brotacidon e inhibir la formacion de raices (George et al., 2008). Sin embargo, Kukulczanka y

Czastka (1989) y Garcia et al. (2009) informaron la estimulacién de la rizogénesis en lugar de

la brotacion cuando utilizaron kinetina en la multiplicacion in vitro de los brotes varias especies

de la familia Bromeliaceae provenientes de semillas germinadas in vitro. Esto pudiera estar

relacionado con que la germinacién de semillas se desarroll6 en un medio de cultivo libre de
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reguladores de crecimiento, lo que estimulé la formacion de la plimula y la radicula a partir del
embrion. Al realizar la transferencia al medio de cultivo para la multiplicaciéon se cortaron las
raices que poseian los brotes, sin embargo el proceso de rizogénesis estaba inducido solo que la

BA y el TDZ inhibieron el desarrollo de nuevas raices y favorecieron Unicamente la brotacion.

Por su parte, el coeficiente de multiplicacion no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos (figura 14D). A pesar de que la BA y el TDZ incrementaron el numero de
brotes/explante, el tamano que alcazaron los mismos (figura 14C) no fue suficiente para
realizar su individualizacién. Esto hizo que el coeficiente de multiplicacién no se incrementara

significativamente en estos tratamientos aunque se formaron nuevos brotes (figura 14D).

En las plantas de la familia Bromeliaceae la seleccion del tipo de citoquinina que se utiliza en la
multiplicacion esta determinada por el evento morfogenético que se desea favorecer. La BA es
la citoquinina con la que se han logrado los mejores resultados en la multiplicacion axilar
(Duarte et al., 2009). Por su parte, el TDZ se ha usado con éxito en la induccidon y
multiplicacidon de brotes a partir de agregados nodulares. Estas estructuras se forman a partir
de células de los elementos vasculares presentes en la region basal de las hojas, las cuales son
competentes para la rediferenciacion y se activan por la accidon de los reguladores del
crecimiento (Guerra y Dal Vesco, 2010; Dal Vesco et al., 2011). En esta investigacion la
concentracién de TDZ que se utilizé (4,4 umol-L'!) no provocé la formacién de callos en la base

del expante ni brotacién adventicia.

Entre la BA y el TDZ no se encontraron diferencias en el coeficiente de multiplicaciéon ni en el
tipo de respuesta morfogenética para la concentracion que se utilizd en este experimento. Sin
embargo los niveles de brotacién que se lograron fueron bajos. Esto motivé la seleccion de la
BA para mejorar la multiplicacion de brotes en el siguiente experimento.

4.2.2.2 Efecto de la concentracion de 6-benciladenina.

Al evaluar el efecto de la concentracién de BA en la multiplicacién de los brotes (figura 15) se
observd un aumento en el ndmero de brotes/explante y la longitud promedio de los
brotes/explante con el incremento de la concentracion del regulador del crecimiento hasta
8,8 umol-L'! (figura 15A y B). El mayor valor para ambos indicadores se alcanzd con la
concentracion de 8,8 umol-L'* (0,70 brotes/explante y 0,37 cm, respectivamente). La
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concentracidon de 13,2 pmol-L'! de BA provocé una disminucién significativa de ambos

indicadores (figura 15A y B). En los explantes que se colocaron en el medio de cultivo libre de

citoquinina no ocurrido brotacién y se notd la formacion de raices en el 95% de estos, con

diferencias significativas con el resto de los tratamientos (figura 15C). Por su parte, el

coeficiente de multiplicacién fue mayor (1,55) cuando se usaron 8,8 umol-L'* de BA, con

diferencias significativas del resto de los tratamientos (figura 15D).
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Figura 15. Efecto de la concentracion de BA en la multiplicacion in vitro de los brotes de

Hohenbergia pendulifiora (A. Rich.) Mez luego de 30 dias de cultivo. A) Nimero
de brotes/explante (n=50), B) Longitud promedio de los brotes/explante (n=50), C)
Porcentaje de brotes con raices (n=10) y D) Coeficiente de multiplicacién (n=50). Medias
con letras desiguales difieren estadisticamente para cada indicador (ANOVA de un factor;
Tukey; p< 0,05). Para el tratamiento estadistico, los datos de nimero de brotes/explante
y brotes con raices se transformaron de acuerdo con x = (x+0,5)%°y x = 2arcoseno
(x/100)°°, respectivamente. Los datos que se presentan en la figura son no
transformados.

Generalmente, en plantas de la familia Bromeliaceae, el suplemento de BA al medio de cultivo

incrementa la formacion de brotes axilares a partir del explante inicial (Be y Deberg, 2006). En

este experimento no se observé la formacion de brotes en los explantes que se colocaron en el
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medio de cultivo sin regulador del crecimiento (figura 15A). Sin embargo, el incremento de la
concentracion de BA hasta 8,8 pmol-L'! resultd beneficioso para lograr este propdsito pues
promovid la ruptura de la dominancia apical, favorecié la divisién celular y el crecimiento y
desarrollo de nuevos brotes axilares. La concentracion de 13,2 umol-L'! de BA afecté
notablemente la formacién de nuevos brotes. Es posible que esa concentracién esté por encima
del umbral bioldgico de esta especie y en lugar de favorecer el proceso de formacidén de brotes
lo inhibié. En los brotes que se cultivaron con BA no se formaron raices (figura 15C). Esto
pudiera deberse a que la adicibn de citoquininas exdgenas, generalmente inhibe el

enraizamiento (Assis y Teixeira, 1998).

La disminucion de la longitud de los brotes con la maxima concentracion de BA (figura 15B)
pudiera estar relacionada con el propio efecto inhibidor de la dominancia apical que poseen las
citoquininas que produce frecuentemente la disminucion de la longitud de los brotes (Naves et
al., 2003) e impide la individualizaciéon de los mismos. No obtante, a pesar de que con
8,8 umol-L! de BA se logré mayor niimero de brotes/explante y mayor longitud promedio de los

brotes/explante se considera que el coeficiente de multiplicacidon que se logré es aun bajo.

Almeida et al. (1996) evaluaron el efecto de la BA en la multiplicacion in vitro de dos cultivares
de Ananas comosus (L.) Merrill. Para el cultivar Primavera, el mayor nimero de brotes/explante
(38,50) lo obtuvieron cuando utilizaron 4,4 umol-L™* de BA. Mientras que para el cultivar Perola
el mayor valor (5,3) se alcanzé con 8,8 umol-L! de la citoquinina. La concentracién de BA con
la que se lograron los mejores resultados en esta investigaciéon (8,8 pmol-L!, figura 15) es
superior a la que informaron estos autores para Ananas comosus (L.) Merrill cv. Primavera y
coincide con la que usaron en el cultivar Perola. Sin embargo, el nUmero de brotes/explante que
se lograron en ambos cultivares (38,5 y 5,3) fue superior a los obtenidos en este experimento

(0,7), esto evidencia la influencia que tiene el genotipo en la respuesta morfogenética.

También en Ananas comosus (L.) Merrill, el incremento de la concentracion de BA hasta
4,4 ymol-L? provocé un aumento en el nimero de brotes/explante. Con 3,6 y 4,4 umol-L'* BA
se formaron 8,0 y 9,0 brotes/explante, respectivamente (Be y Debergh, 2006). Por su parte,
Zuraida et al. (2011) en el cultivar Maspine lograron niveles similares de brotacion

(10 brotes/explante) pero con concentraciones muy elevadas de BA (22,2 pmol-L?). El nimero
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de brotes/explante que se logré en este experimento fue muy bajo en comparaciéon con lo que
se informa para Ananas comosus (L.) Merrill. Sin embargo, con la concentracién de 8,8 pmol-L™
se mejord la respuesta morfogenética de esta especie y se encuentra en el rango de

concentraciones de BA que se informa para esta familia.

En plantas de la familia Bromeliaceae el uso de la BA en combinacién con auxinas,
fundamentalmente el ANA, en bajas concentraciones es una estrategia muy utilizada para la
multiplicacion in vitro (Mercier y Kerbauy, 1992, 1994; Daquinta y Benegas, 1997; Carneiro et
al., 1999; Rech Filho et al., 2005; Pickens et al., 2006; Garcia et al., 2009). Es por ello que
evaluar el efecto del balance citoquinina/auxina en la multiplicacion de los brotes sera objeto
del préximo experimento para lo cual se escogié la concentracidon de 8,8 umol-L* de BA.

4.2.2.3 Efecto de la concentracion de acido naftalenacético.

El efecto de la concentracion de ANA en la multiplicacidn de brotes se muestra en la figura 16.
El mayor numero de brotes/explante se alcanzé cuando se suplementé el medio de cultivo con
1,61 y 3,22 umol-L'! de ANA (1,96 y 2,01 brotes/explante, respectivamente) sin diferencias
significativas entre si (figura 16A). La longitud promedio de los brotes/explante mostro los
mejores resultados (0,69 y 0,71 cm) para esas mismas concentraciones, sin diferencias
significativas entre si (figura 16B). Las concentraciones mayores de ANA (4,83 y 6,44 pmol-L?!)
provocaron la formacién de raices, sin diferencias significativas entre ambas (figura 16C). Por
su parte, los mayores valores de coeficiente de multiplicacién se obtuvieron cuando se utilizaron
1,61 y 3,22 umol-L'! de ANA (2,5 y 2,4, respectivamente) sin diferencias significativas entre si

(figura 16D).

El crecimiento y la morfogénesis in vitro son regulados por la interaccién que se establece entre
las fitohormonas producidas de forma enddgena y los reguladores del crecimiento que se
suplementan al medio de cultivo (Pierik, 1990; George et al., 2008). Las combinaciones de
8,8 umol-L'! de BA con 1,61 y 3,22 umol-L'! de ANA favorecieron la brotacidn, la longitud
promedio de los brotes y por consiguiente el coeficiente de multiplicacién. La ausencia de ANA
provocd una disminucién significativa de la brotacién (figura 16A), lo que corrobora que en
plantas de la familia Bromeliaceae la interaccidén citoquinina/auxina es necesaria para lograr con

éxito la multiplicacién in vitro (Carneiro et al., 1998; Garcia et al., 2009).
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Figura 16. Efecto de la concentracion de acido naftalenacético en la multiplicacion in vitro
de los brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de 30 dias de
cultivo. A) Numero de brotes/explante (n=50), B) Longitud promedio de Ilos
brotes/explante (n=50), C) Porcentaje de brotes con raices (n=10) y D) Coeficiente de
multiplicaciéon (n=50). Medias con letras desiguales difieren estadisticamente para cada
indicador (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05). Para el tratamiento estadistico, los
datos de nimero de brotes/explante y brotes con raices se transformaron de acuerdo con
x = (x+0,5)%°y x "= 2arcoseno (x/100)%>, respectivamente. Los datos que se presentan
en la figura son no transformados.

Las combinaciones de 8,8 pmol-L'* de BA con 1,61 y 3,22 umol-L'! de ANA fueron las mejores
para el crecimiento de los brotes (figura 16B). Esto incrementd la cantidad de brotes que
pudieron ser individualizados, de alli el aumento que se observd en el coeficiente de
multiplicacion (figura 16D). La ausencia de ANA afecté todos los indicadores de la
multiplicacion. Esto pudiera estar dado por el efecto que poseen las citoquininas en la ruptura
de dominancia apical con la consecuente disminucién de la longitud de los brotes (Naves et al.,
2003). El balance citoquina/auxina que se establecié con las concentraciones mas elevadas de
ANA (4,83 y 6,44 umol-L'!) favorecieron la formacion de raices (figura 16C) en lugar de la

brotaciéon (figura 16A) y la disminucidon de longitud de los brotes (figura 16B). Mientras que
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para las concentraciones de ANA inferiores a 4,83 pmol-L'! no se observd rizogénesis, esto
resulta muy favorable para el desarrollo de la fase de multiplicaciéon pues las raices dificultan el
manejo de los explantes. En plantas de la familia Bromeliaceae, el rango de concentraciones
que se utiliza para lograr con éxito la multiplicacién es amplio: 0,80-33,0 umol-L"' de BA y 0,02-
15,0 umol-L'! de ANA y muy variable el nimero de brotes/explante que se forman (4,0-15,0)
(Pierik y Sprenkles, 1991; Hamad y Taha 2008a, b; Danso et al, 2008; Duarte et al., 2009;
Garcia et al, 2009, Guerra y Dal Vesco, 2010). Esto evidencia que ademas del balance
hormonal, el genotipo juega un papel muy importante en este proceso morfogenético, lo que
hace que cada especie necesite un protocolo que se ajuste a sus caracteristicas. En
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez, el nimero de brotes/explante y el coeficiente de
multiplicacion que se alcanzaron con el balance BA/ANA son aun muy bajos, de ahi la necesidad

de utilizar otras alternativas que permitan incrementar estos indicadores.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este experimento en lo adelante se decidid
suplementar el medio de cultivo con 1,61 pmol-L'* de ANA debido a que esta fue la menor
concentracion de auxina con la que se logré el mayor coeficiente de multiplicacion.

4.2.2.4 Efecto del corte del brote.

El corte vertical desde la regidn apical hasta la base del brote provocé un aumento significativo
del nUmero de brotes/explante, la longitud promedio de los brotes/explante y el coeficiente de
multiplicacion (5,88 brotes/explante; 0,89 cm y 3,90; respectivamente) (figura 17). Este
comportamiento puede estar asociado con que la aplicaciéon de heridas a los explantes es una
de las técnicas de cultivo de tejidos de plantas que se utiliza para cambiar el balance

citoquinina/auxina y favorecer la multiplicacién (George et al., 2008).

El nimero de brotes/explante fue tres veces mayor en los brotes cortados que en los intactos
(figura 17A). Debido a la disposicion en roseta que poseen los brotes de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez, el corte que se realizé desde la regidn apical hasta la base de los
brotes provoco una ruptura mecanica de la dominancia apical, lo que favorecio la formacidon de

nuevos brotes en esta zona.
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Figura 17. Efecto del corte vertical desde la region apical hasta la base del explante en la
multiplicacion in vitro de los brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez
luego de 30 dias de cultivo. A) Nimero de brotes/explante, B) Longitud promedio de
los brotes/explante y C) Coeficiente de multiplicacion. No se detect6é la formacién de
raices. Comparacion de medias para cada indicador (t-Student; p< 0,05; n=50). Para el
tratamiento estadistico, los datos de nimero de brotes/explante y brotes con raices se
transformaron de acuerdo con x = (x+0,5)%°. Los datos que se presentan en la figura
son no transformados.

Los brotes que se formaron en los explantes cortados alcanzaron una mayor longitud (figura
17B), lograndose una mayor individualizacién de los mismos. El efecto beneficioso que causoé el
corte vertical desde la regidon apical hasta la base de los brotes sobre el numero de
brotes/explante y la longitud promedio de los brotes/explante favorecid significativamente el
coeficiente de multiplicacion (figura 17D). Es evidente que esta practica unida al balance
hormonal BA/ANA resultd muy efectiva para incrementar los indicadores de la proliferacién pues
provocé la reduccién o eliminacidn de la dominancia apical y estimulé la brotacién axilar. Un
manejo similar al descrito en esta investigacion realizaron Daquinta y Benegas (1997) a brotes
de Ananas comusus (L.) Merrill. Por su parte, Capote et al. (2009) seccionaron logitudinalmente

brotes de Vriesea sp. y lograron incrementar el coeficiente de multiplicacién hasta 9,5 en los
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explante cortados. En Zantedeschia sp. el coeficiente de multiplicacion aumenté de 10 a 16

cuando se cortaron de forma longitudinal los explantes (Sdnchez et al., 2011).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este experimento en lo adelante se decidié
utilizar brotes con un corte vertical desde la regién apical hasta base para la multiplicacion.
4.2.2.5 Efecto del estado fisico del medio de cultivo.

En la figura 18 se observan los resultados relacionados con el efecto del estado fisico del medio
de cultivo en la multiplicacion de los brotes. El mayor nimero de brotes (8,12 brotes/explante)
se obtuvo cuando los explantes se cultivaron en medio de cultivo liquido (figura 18A). La
longitud promedio de los brotes/explante no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos (figura 18B). Por su parte, el coeficiente de multiplicaciéon fue mayor (5,3) para los

brotes cultivados en medio de cultivo liquido (figura 18C).
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Figura 18. Efecto del estado fisico del medio de cultivo en la multiplicacion in vitro de los
brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de 30 dias de cultivo. A)
Numero de brotes/explante, B) Longitud promedio de los brotes/explante y C)
Coeficiente de multiplicacion. No se detecté la formacidon de raices. Comparacion de
medias para cada indicador (t-Student; p< 0,05; n=50). Para el tratamiento estadistico,
los datos de nimero de brotes/explante y brotes con raices se transformaron de acuerdo
con X "= (x+0,5)%°. Los datos que se presentan en la figura son no transformados.
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El hecho de que la longitud promedio de los brotes/explante no mostré diferencias significativas
(figura 18B) pudo estar asociado con las caracteristicas que tenian los brotes que se formaron
en cada tratamiento (figura 19). Los brotes que se obtuvieron en el medio de cultivo liquido
poseian una longitud mas homogénea, lo que favorecid la individualizacién de los mismos vy
repercutié de manera positiva en el coeficiente de multiplicacion. Por su parte, los brotes que se
formaron en el medio de cultivo semisolido presentaron mayor diferencia en cuanto a su

longitud, lo que dificultd la separacién de los mismos.

Figura 19. Brotes cultivados en medio de cultivo con diferentes estado fisico.
A) Semisélido y B) Liquido

Los brotes que se cultivaron en medio de cultivo liguido no presentaron sintomas de
hiperhidricidad (figura 19B), lo que resulta de gran importancia pues la acumulacién de agua en
los espacios apoplasticos de los tejidos es la principal desventaja que tiene la utilizacion de esta
forma de cultivo (Debergh et al., 1981). Ademas, la ausencia de hiperhidricidad garantiza, en
gran medida, la competencia de los brotes para enfrentar las condiciones ex vitro (Kozai et

al., 1995).

La utilizacion del medio de cultivo liquido resulté favorable pues se logré un incremento
significativo en el nimero de brotes/explante (figura 18A) y en el coeficiente de multiplicacion
(figura 18C), indicadores de suma importancia en esta etapa. En este caso, el medio de cultivo
liguido penetré mejor en el corte que se le realizé al explante en la base y favorecié la

formacion de brotes en esta zona.

En plantas de la familia Bromeliaceae el uso del medio de cultivo liquido es una practica que

muestra buenos resultados (Guerra y Dal Vesco, 2010). En la multiplicacién in vitro de Ananas
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comosus (L.) Merrill se obtuvieron 19,7 brotes/explantes con el uso del medio de cultivo liquido
suplementado con 2,7 umol-L'! de ANA y 4,4 umol-L! de BA (Guerra et al., 1999). En el cultivar
MD2, el mayor niumero de brotes/explante (28,5) se logré cuando utilizaron el medio de cultivo
liquido suplementado con 33,3 pmol-L! de BA y 10,7 pmol-L'* de ANA luego de 45 dias (Danso
et al., 2008). En la multiplicacion del cultivar Maspine el mayor niumero de brotes/explante (31)
se alcanzd en el medio de cultivo liquido suplementado con 4,4 pmol-L! de BA, luego de 30 dias

(Zuraida et al., 2011).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este experimento en lo adelante se decidid
utilizar el medio de cultivo liquido para la multiplicacion de brotes de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez.

4.2.2.6 Efecto del tiempo de cultivo.

Los resultados relacionados con el efecto del tiempo de cultivo en la multiplicacién de los brotes
se muestran en la figura 20. Como se puede apreciar el nimero de brotes/explante se
incrementd progresivamente con el tiempo hasta los 45 dias de cultivo, momento en el que se
estabilizo este indicador hasta el final de la evaluacion (60 dias) (figura 20A). En cuanto a la
longitud de los brotes, los mayores valores se registraron a los 30 y 45 dias (0,94 y 0,89 cm,
respectivamente), sin diferencias significativas entre si (figura 20B). Por su parte, el coeficiente
de multiplicaciéon tuvo un comportamiento similar al nimero de brotes/explante (figura 20C).
Los mayores valores para este indicador se lograron a los 45 y 60 dias (6,90 y 6,25,

respectivamente), sin diferencias significativas entre si.

En las plantas de la familia Bromeliaceae el tiempo de cultivo adecuado para lograr la mayor
tasa de multiplicacion y realizar el cambio a medio de cultivo fresco es variable y depende en
gran medida del nivel de respuesta al cultivo in vitro que poseen los diferentes genotipos. Para
el caso de Ananas comosus (L.) Merrill, el tiempo de cultivo oscila entre 30 y 75 dias. Por
ejemplo en los cultivares Primavera y Perola fue de 60 dias (Almeida et al., 1996). Igual tiempo
de cultivo necesitaron Be y Debergh (2006) para lograr la mayor cantidad de brotes/explante
durante la multiplicacién de esta especie. En el cultivar Cayena Lisa, Hamad y Taha (2008b)
obtuvieron el mayor nimero de brotes/explante luego de 75 dias de cultivo. Por su parte,

Danso et al. (2008) usaron el cultivar MD2 y tuvieron el mayor nimero brotes/explante a los 45
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dias de cultivo. En el cultivar Maspine, Zuraida et al. (2011) informaron los mayores valores

para este indicador luego de 30 dias de cultivo.
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Figura 20. Efecto del tiempo de cultivo en la multiplicacidon in vitro de los brotes de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. A) Nimero de brotes/explante, B) Longitud
promedio de los brotes/explante y C) Coeficiente de multiplicacion. No se detectd la
formacion de raices. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente para cada
indicador (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05; n=50). Para el tratamiento estadistico,
los datos de niumero de brotes/explante y brotes con raices se transformaron de acuerdo
con x’= (x+0,5)%>. Los datos que se presentan en la figura son no transformados.

En otros géneros de esta familia, los tiempos de cultivo para lograr una mayor brotaciéon son
mas prolongados oscilando entre 35 y 180 dias. La mayor tasa de multiplicacion in vitro de
Vriesea hieroglyphica (Carriere) E. Morren se logré después de 180 dias de cultivo (Mercier y
Kerbauy 1992, 1994). En Dyckia distachya Hassler después de 142 dias de cultivo (Pompelli y
Guerra, 2005), en Vriesea reitzii Leme y Costa luego de 90 dias de cultivo (Rech Filho et al.,
2005) y en Nidularium fulgens Lemaire luego de 120 dias de cultivo (Duarte et al., 2009). Por
su parte, Garcia et al (2009) informaron el mejor resultado en la multiplicacion de los brotes de

Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez a los 35 dias de cultivo.
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En el mecanismo de accién de las fitohormonas se reconoce el papel de receptores,
generalmente de naturaleza proteica, que se unen al regulador del crecimiento y desencadenan
la cascada de senales y finalmente la respuesta fisiolégica (Chow y McCourt, 2006). La
formacion de nuevos brotes fue maxima y estable a partir de los 45 dias (figura 20A). Esta
respuesta pudiera estar asociada a la saturacion de los sitios receptores de los reguladores del
crecimiento, lo que impide la unidn con nuevas moléculas del regulador, reprimiendo asi su

efecto sobre la formacion de nuevos brotes.

Hasta los 45 dias de cultivo se observé un aumento en la longitud promedio de los brotes
(figura 20B). Sin embargo, a los 60 dias se notd una disminucién en este indicador, lo que
pudiera estar asociado con el agotamiento de los iones minerales, carbohidratos y vitaminas del
medio de cultivo necesarias para el crecimiento de los mismos. El comportamiento del
coeficiente de multiplicacion es el resultado de la interaccién de los indicadores que se
abordaron anteriormente, de ahi el incremento que se observd hasta los 45 dias de cultivo.

Luego este indicador no mostré variacion (figura 20C).

Teniendo en cuenta los resultados se decididé seleccionar 45 dias como el tiempo de cultivo
adecuado para realizar los subcultivos por ser este el menor tiempo de cultivo con el que se
logré el mayor coeficiente de multiplicacion.

4.2.2.7 Efecto del numero de subcultivo.

La figura 21 muestra los resultados relacionados con el efecto del nimero de subcultivo en la
multiplicacion de los brotes. De manera general, se observé un incremento en el nimero de
brotes/explantes con el nimero de subcultivo, alcanzdndose el valor maximo en el quinto
subcultivo, momento a partir del cual se estabilizd este indicador hasta el octavo subcultivo
(figura 21A). La longitud promedio de los brotes/explante fue mayor para los subcultivos
cuatro, cinco y seis (0,74; 0,75 y 0,70 cm, respectivamente), sin diferencias significativas entre
si, decreciendo en el séptimo y octavo subcultivo (figura 21B). Por su parte, el coeficiente de
multiplicacion se incrementd hasta el quinto subcultivo, a partir de este ultimo se mantuvo
estable hasta el sexto subcultivo, mostrando los mejores valores (8,8 y 9,0; respectivamente)
sin diferencias significativas entre si (figura 21C). A partir del séptimo subcultivo se observd

una disminucién significativa de este indicador.
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Figura 21. Efecto del niumero de subcultivo cada 45 dias de cultivo en la multiplicacion in
vitro de los brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. A) Numero de
brotes/explante, B) Longitud promedio de los brotes/explante y C) Coeficiente de
multiplicacion. No se detectd la formacién de raices. Medias con letras desiguales difieren
estadisticamente para cada indicador (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05; n=50). Para
el tratamiento estadistico, los datos de nimero de brotes/explante y brotes con raices se
transformaron de acuerdo con x = (x+0,5)%°. Los datos que se presentan en la figura
son no transformados.

En la micropropagacion el nimero de subcultivos permite incrementar la disponibilidad de
material vegetal durante la fase de mutiplicacion. El comportamiento observado para el
coeficiente de multiplicacion es el resultado de la interaccién entre el nimero de brotes y la
longitud de los mismos (figura 21C). El incremento inicial de este indicador y luego su
estabilizacion hasta el sexto subcultivo pudiera estar relacionado con el efecto beneficioso del
aumento del nimero de subcultivo en la acumulacion enddégena de citoquininas en el tejido
vegetal cultivado in vitro (Blakesley, 1991). Esta acumulacion puede deberse a la pobre

metabolizacion que tienen los reguladores del crecimiento citoquininicos en las células vegetales
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(Perrin et al., 1997) o por la induccidon que estos pueden provocar para la sintesis y/o

acumulacién de zeatina u otra citoquinina endégena (Caboni et al., 2002).

El decrecimiento significativo del coeficiente de multiplicacion en el octavo subcultivo esta
estrechamente relacionado con la longitud de los brotes, la disminuciéon de este indicador no
permiti6 que estos, una vez individualizados, formaran parte del siguiente subcultivo. El
aumento del numero de subcultivo permite la acumulacion enddgena de reguladores del
crecimiento, fundamentalmente la citoquinina, la cual tiene un efecto beneficioso en la ruptura
de la dominancia apical, incrementando la brotacién axilar. Sin embargo, también en exceso
puede provocar la disminucién de la longitud de los brotes por su propio efecto inhibidor de la
dominancia apical (Naves et al., 2003). La exposicion durante largos periodos de tiempo a los
reguladores del crecimiento puede llegar a ser téxico para el tejido vegetal (Blakesley, 1991). A
pesar de que el nUmero de brotes/explante se mantuvo estable hasta el octavo subcultivo, la
disminucion de la longitud promedio de los brotes/explante y por consiguiente el coeficiente de

multiplicacion pudieran ser los primeros sintomas de toxicidad que se aprecian en los explantes.

Hamad y Taha (2008b) evaluaron el efecto del nimero de subcultivo (1-4) a diferentes tiempos
de cultivo (30, 45, 60 y 75 dias) en la multiplicacion in vitro de Ananas comosus (L.) Merrill cv.
Cayena Lisa. El mayor nimero de brotes/explante (25) lo obtuvieron en el tercer subcultivo
cada 75 dias. Por otra parte, Zuraida et al. (2011) en esta misma especie cv. Maspine
realizaron tres subcultivos cada 30 dias e informaron que el nimero de brotes/explante se

incrementd de 31 a 204 con el subcultivo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se decidid realizar hasta seis subcultivos durante la
fase de multiplicacién de brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

4.2.3 Efecto de la concentracion de acido naftalenacético en el enraizamiento in vitro

de los brotes.

Los resultados relacionados con el efecto de la concentracion de ANA en el enraizamiento in
vitro de brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez se muestra en la figura 22. Los
mayores valores de brotes enraizados (100%) y numero de raices/brote (4,8 y 5,05;
respectivamente) se lograron en los tratamientos con 3,22 y 4,83 umol-L'? de ANA sin

diferencias significativas entre si (figura 22A y B). Los tratamientos con ANA favorecieron la
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longitud de la raiz mas larga (2,81; 2,72 y 2,31 cm, respectivamente) sin diferencias

significativas entre si (figura 22C).
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Figura 22. Efecto del acido naftalenacético en el enraizamiento in vitro de los brotes de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de 30 dias de cultivo. A) Brotes
enraizados (n=10), B) NiUmero de raices/brote (n=50) y C) Longitud de la raiz mas larga
(n=50). Medias con letras desiguales difieren estadisticamente para cada indicador
(ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05). Para el tratamiento estadistico, los datos de
brotes enraizados y numero de raices/brote se transformaron de acuerdo con x’'=
2arcoseno (x/100)%°y x = (x+0,5)%°, respectivamente. Los datos que se presentan en
la figura son no transformados.

La formacién de raices in vitro continla siendo una practica comudn en la micropropagacion y en
ocasiones es el Unico método para enraizar una planta. Ciertas plantas, especialmente las
herbaceas enraizan mas facil, sobreviven mejor y presentan una mayor tasa de crecimiento si
se han enraizado in vitro previamente (George et al., 2008). El efecto favorable de las auxinas
en la induccion de la rizogénesis in vitro estd bien documentado y a la vez se relaciona con la

necesaria determinacion celular durante este proceso. La presencia de este tipo de regulador
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parece ser necesaria en la induccion, la cual aparece pocas horas después del tratamiento
auxinico. La herida causada durante la individualizacion de los brotes provoca un aumento en la
concentracion de fenoles, los cuales actlan como protectores de las auxinas incrementando los

niveles de estas en la base del brote (Pierik, 1990).

El ANA y el AIB son los reguladores del crecimiento auxinicos que mas se utilizan en el
enraizamiento in vitro de plantas de la familia Bromeliaceae. Lin y Ren (2005) lograron
3,5 raices/brote de Vriesea poelmanii L.B. Smith cuando usaron la mitad de las sales de
Murashige y Skoog (1962), 4,92 pmol-L'* de AIB y 1 g-L* de carbén activado. Por otra parte, un
33% de brotes enraizados de Dyckia maritima Baker se lograron en el mismo medio de cultivo
suplementado con 0,5 pmol-L™! de AIB (Lopes et al. 2008). Sin embargo, Garcia et al. (2009)
obtuvieron el mayor numero de raices (37,03) en los brotes de Neoglaziovia variegata (Arr.
Cam.) Mez cuando utilizaron 0,5 pmol-L' de ANA y 2,2 pmol-L'! de kinetina. Danso et al.
(2008) estudiaron el efecto del AIB y el ANA en el enraizamiento in vitro de Ananas comosus
(L.) Merrill cv. MD2. El mayor niumero de raices (15,6) lo obtuvieron cuando suplementaron el

medio de cultivo con la combinacién 5,37 pmol-L™* de ANA y 4,92 pmol-L! de AIB.

En el enraizamiento in vitro de plantas de esta familia existen dos vertientes, una donde los
mejores resultados en el enraizamiento se logran sin la adicidon de reguladores del crecimiento y
otra donde la presencia de un regulador de tipo auxinico incrementa la rizogénesis. En los
brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez se favorecid la induccién del enraizamiento
con la adicion de ANA, lo cual presupone que la interaccion de las fitohormonas enddgenas y la

auxina exdgena provoco una mayor diferenciacién radicular en los brotes.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el enraizamiento in vitro de brotes de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez se decidié suplementar el medio de cultivo con
3,22 pmol-L! de &cido naftalenacético por ser esta la menor concentraciéon donde se obtuvo el

mayor porcentaje de brotes enraizadas.
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4.2 .4 Efecto del sustrato en la aclimatizacion ex vitro de los brotes.

Los resultados relacionados con el efecto del sustrato en la aclimatizacion de los brotes de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez se muestran en la figura 23. Como se puede apreciar,
cuando se utilizé la cachaza como sustrato el porcentaje de supervivencia de los brotes fue
100% en todos los momentos de evaluacién. En los brotes que se colocaron en la mezcla de los
sustratos zeolita y cachaza (1:1, v:v) este indicador disminuyd significativamente en todos los
momentos de evaluacidn con respecto a los brotes que se cultivaron en cachaza. Sin embargo,
a partir de los 14 dias de cultivo no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
supervivencia para este sustrato. Por su parte, en los brotes que se cultivaron en zeolita se notd
una disminucion drastica del porcentaje de supervivencia mostrando los menores valores en
todos los momentos evaluados. A los siete dias de cultivo, sélo el 20% de los brotes lograron
sobrevivir. A los 14 dias de cultivo el porcentaje de supervivencia fue de 15%, sin diferencias
significativas con el valor alcanzado a los siete dias de cultivo. A partir de ese momento este

indicador se mantuvo constante hasta el final de la aclimatizacion.
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Figura 23. Dinamica del efecto del sustrato sobre la supervivencia de los brotes de

Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez durante la aclimatizacion ex vitro.

Intervalos de confianza en cada tiempo de evaluacion para cada sustrato (1-a=95%;
n=>5).
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Al evaluar los indicadores de calidad de las plantas luego de 28 dias de cultivo en los diferentes
sustratos, se observd que el incremento de masa fresca de los brotes y el nimero de hojas
emitidas (48 g y 6 hojas, respectivamente) fueron mayores en las plantas que se aclimatizaron
con cachaza, con diferencias significativas del resto de los tratamientos (figura 24A y B). Esto

pudiera estar relacionado con una mayor asimilacion de los nutrientes en estas plantas.
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Figura 24. Efecto del sustrato en la aclimatizacion ex vitro de los brotes de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez luego de 28 dias de cultivo. A) Incremento de la masa
fresca, B) Numero promedio de hojas emitidas/brote. Medias con letras desiguales
difieren estadisticamente para cada indicador (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05;
n=100). Para el tratamiento estadistico, los datos de brotes enraizados y numero de
hojas emitidas se transformaron de acuerdo con x = (x+0,5)%°. Los datos que se
presentan en la figura son no transformados.

La transicion desde el cultivo in vitro a las condiciones ex vitro es la fase final de cada esquema
de micropropagacion. En el cultivo in vitro, el ambiente se caracteriza por una alta humedad
relativa, baja intensidad luminica, limitado intercambio de gases, exposicion a una fuente
externa de carbono y por lo general altos niveles hormonales. Todos estos factores conducen a
cambios estructurales y funcionales en la fisiologia de las plantas (Pospisilova et al., 1997;
Arigita et al., 2002). En las primeras semanas después de la transferencia al ambiente ex vitro,
las plantas deben adaptarse a nuevas condiciones de crecimiento y tienen que desarrollar una

fisiologia normal y funcional del sistema radical (Debergh et al., 2000).
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Las plantas cuando van a la aclimatizacion ex vitro, presentan problemas de deshidratacion
debido a la pérdida de agua foliar y a la toma restringida de la misma por la incapacidad de las
raices en los primeros momentos. Esta es una de las principales causas de muerte de las
plantas (Preece y Sutter, 1991). El tipo de sustrato es uno de los factores que incide en la
aclimatizacion de los brotes provenientes del cultivo in vitro (Yanes et al., 2000). Es por ello,
que la seleccién de la cachaza y la zeolita para la aclimatizaciéon de plantas de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez se bas6 en la capacidad diferencial para la retencién de agua,

aireacion y aporte de materia 6rganicas que poseen estos sustratos (Anexo 1).

La utilizacidon de zeolita como sustrato afectd considerablemente la supervivencia de los brotes
(15%) durante la aclimatizacion (figura 23). El efecto adverso que provocd este sustrato se
notd desde el comienzo de esta fase pues a los siete dias el 75% de los brotes estaban
muertos. Este comportamiento puede estar relacionado en gran medida con la incapacidad que
posee este sustrato para retener el agua, ademas de la ausencia de fuente nitrogenada en su
composicién (Anexo 1). Couvillon (1998) sugirio la utilizacion de sustratos capaces de mantener
la humedad para la aclimatizacidon exitosa de brotes de plantas de la familia Bromeliaceae, lo
gue evita la deshidratacién. Con la mezcla de la zeolita y la cachaza se redujo el efecto negativo
gue causo la zeolita sobre el porcentaje de supervivencia. La mezcla de los sutratos favorecio la

supervivencia los brotes, obteniéndose un 80% de supervivencia a los 28 dias de cultivo.

El hecho de que la calidad de los brotes cultivados en cachaza fue superior (figura 24) pudiera
estar relacionado con la presencia de materia organica en este sustrato (Anexo 1) lo que
constituye una fuente importante de nitrogeno para las plantas. Carrijo et al. (2004) sugirieron
la utilizacidon de sustratos enriquecidos en nitrégeno fundamentalmente en la etapa inicial de la
aclimatizacion de la plantas, pues los procesos de sintesis de las proteinas estructurales que

daran lugar a los nuevos érganos asi lo exigen.

En la aclimatizacién de plantas de la familia Bromeliaceae el tipo de sustratos incide en los
porcentajes de supervivencias. Las plantas de Dyckia distachya Hassler alcanzaron un 92% de

supervivencia a los 120 dias de cultivo cuando se utiliz6 una mezcla de turba, vermiculita y
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arena (2:2:1, v:v:v) (Pompelli y Guerra 2005). Por otra parte, Alves et al. (2006) obtuvieron el
90,6% de supervivencia en las plantas de Vrisea reitzii Leme y Costa, luego de 60 dias de
cultivo, con una mezcla de paja de arroz y Turfa Fertil® (N:4%, P,0s5:14% K,0:8%) (1:1, v:v)
como sustrato. Lopes et al. (2008) lograron el 90% de supervivencia en los brotes de Dyckia
maritima Baer aclimatizados en suelo, arena y vermiculita (1:1:1, v:v:v). Por su parte, Duarte
et al. (2009) informaron la supervivencia del 100% de las plantas de Nidularium fulgens
Lemaire cuando utilizaron el sustrato comercial Plantmax® HA (Ferreira et al., 2007). En la
aclimatizacion de plantas de Vriesea splendens (Brongniart) Lemaire y Vriesea fosteriana L.B.
Smith, Guerra y Dal Vesco (2010) obtuvieron un 95% de supervivencia cuando se utilizaron el
sustrato formado por una mezcla Plantmax® HA, corteza de pino y paja de arroz (2:1:1, v:v:v)
luego de 60 dias de cultivo. Bajo estas mismas condiciones los porcentajes de supervivencia de
Vriesea hieroglyphica (Carriere) E. Morren y Alcantarea imperiales (Carriere) Harms fueron del
98%. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se decidié utilizar la cachaza como sustrato

para la aclimatizacidén ex vitro de brotes de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.

En la figura 25 se presenta un esquema que resume la metodologia para la propagacion in vitro
de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. Como explante inicial se usan semillas obtenidas de
frutos maduros las cuales se desinfectan con hipoclorito de sodio (2%, v:v). En la etapa de
multiplicacion se utilizan brotes provenientes de semillas germinadas in vitro (aproximadamente
1 cm de longitud) a los que se les aplica un corte vertical desde la regidén apical hasta la base y
se transfieren al medio de cultivo liquido de Murashige y Skoog (1962) suplementado con
8,8 umol-L'! de BA y 1,61 pmol-L'! de ANA. El subcultivo se realiza cada 45 dias y se pueden
hacer hasta seis subcultivos. Para el enraizamiento in vitro, los brotes individuales de 2,0 cm de
longitud se colocan en medio de cultivo semisélido de Murashige y Skoog (1962) suplementado
con 3,22 pymol-L'* de ANA durante 30 dias de cultivo. Los brotes mayores de 3,0 cm
provenientes del enraizamiento in vitro se transfieren a la aclimatizacién ex vitro utilizando

cachaza como sustrato.
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Figura 25. Esquema de la metodologia de propagacion in vitro de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez.
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La propagacion natural de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez a partir de semillas se ve
limitada porque su floracidon ocurre una vez por ano. Ademas, este proceso suele ser lento y
depende de las condiciones ambientales (Landgraf y Paiva, 2009). Con la aplicacion de este
protocolo de micropropagacién se pueden obtener hasta 470 596 plantas/afio/semilla, con lo
que se incrementa considerablemente la disponibilidad de plantas. Ademas, permite contar con
material vegetal durante todo el afio, independientemente de las condiciones ambientales. No
obstante, esta metodologia pudiera ser mejorada con vista a reducir los costos asociados a la
utilizacién del sistema de cultivo convencional y mejorar la calidad morfoldgica vy fisioldgica de
las plantas. El uso de sistemas semiautomatizados con el empleo de la técnica de inmersion
temporal resultaria atractivo para futuras investigaciones. En ellos se podrian utilizar disefios
experimentales que consideren la interaccidn de factores para incrementar el nivel de respuesta

morfogenética de los brotes.

Con este método alternativo de propagacion de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez,
ademas de incrementar la disponibilidad de plantas para las extracciones de proteasas, se
reducen las afectaciones al ecosistema. Sin embargo, se hace necesario caracterizar en término
de actividad proteolitica y concentracién de proteinas el material vegetal que se obtiene con el
uso de esta metodologia.

4.3 Efecto del ethrel en la induccién de proteasas en tallos de plantas aclimatizadas.
Determinacién de indicadores bioquimicos y fisiolégicos asociados a este proceso.

4.3.1 Determinacion de la concentracién de proteinas y la actividad proteolitica de
extractos obtenidos a partir de tallos de plantas provenientes del habitat natural

y aclimatizadas.
En la figura 26 aparecen los resultados relacionados con la concentracion de proteinas, la
actividad proteolitica y la actividad proteolitica especifica de extractos crudos de tallos de
plantas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez provenientes del habitat natural y
aclimatizadas. En ambos casos se detectd la presencia de proteasas en los extractos crudos de
tallos pero los valores de concentracidon de proteinas, actividad proteolitica y actividad especifica
fueron mayores en los extractos de tallos de plantas provenientes del habitat natural

(508,91 U-kg™ de tallo; 462,64 mg-kg™ de tallo y 1,10 U-mg™ de proteina, respectivamente).
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Figura 26. Actividad proteolitica (A), concentracién de proteinas (B) y actividad proteolitica
especifica (C) de extractos crudos obtenidos a partir de tallos de plantas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez provenientes del habitat natural vy
aclimatizadas. Comparacién de medias para cada indicador (t-Student; p< 0,05; n=9).

Este comportamiento puede estar asociado a las diferencias ontogenéticas que existen entre los
dos grupos de plantas. El uso de semillas como explante inicial y el propio cultivo in vitro
inducen rejuvenecimiento, lo que hace que la diferenciacién de los tejidos y dérganos de las
plantas provenientes del cultivo in vitro sea menor. Ademas, las diferencias ontogenéticas que
existen entre las plantas no solo estan asociadas a la morfologia y estructura de sus 6rganos,
sino también a los procesos metabdlicos de sintesis y degradacion (George et al., 2008). En las
plantas, los cambios en el desarrollo y la diferenciacidon de los érganos estan asociados con la

induccion de proteasas (Palma et al., 2002; Grudkowska y Zagdanska, 2004).

La deteccién de actividad proteolitica en los tallos de las plantas aclimatizadas constituye un
hecho valioso. A pesar de que su valor fue menor, que el cuantificado en los tallos de las

plantas provenientes del habitat natural, se demuestra que este material vegetal se puede
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utilizar como alternativa para la obtencién de proteasas. De esta forma se evita la extraccion
continua de la plantas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez de su habitat natural y se

reducen los dafios que se ocasionan al ecosistema.

La participacién de las proteasas en diferentes etapas del desarrollo esta bien documentada en
la literatura. Como se ha planteado con anterioridad, estas enzimas estan involucradas en la
germinacion de las semillas, en la diferenciacion y morfogénesis, en la senescencia y en la
muerte celular programada (Ueda et al., 2000; Azarkan et al., 2004; Woltering, 2004; Gradzka,
2006; Parrot et al., 2010; Guan-Hong et al., 2012). El incremento de actividad proteolitica en
las plantas aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez con el uso de productos
liberadores de etileno, asi como la caracterizacion de indicadores bioquimicos y fisioldgicos
relacionados con este proceso seran abordados en los préximos experimentos de esta
investigacion.

4.3.2 Efecto de la concentracion de ethrel en la induccidn de proteasas en tallos de

plantas aclimatizadas.

Los resultados relacionados con el efecto de la concentracion de ethrel en la acumulacién de
proteasas en tallos de plantas aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez se
muestran en la figura 27. La actividad proteolitica se incrementé con el aumento de la
concentracidon de ethrel, mostrando los mayores valores (926,83 y 969,99 U-kg™* de tallo) para
las concentraciones de 4,5 y 6,0 mg-L! de ethrel, respectivamente, sin diferencias significativas
entre si (figura 27A). La concentracién de proteinas (figura 27B), decrecidé con el aumento de la
concentracidon de ethrel. Los mayores valores se lograron para los tratamientos con 0; 1,5y
3,0 mg-L?! de ethrel (376,70; 367,57 y 315,21 mg-kglde tallo, respectivamente) sin diferencias
significativas entre si. Por su parte, los valores de actividad proteolitica especifica crecieron con
el aumento de la concentracion de ethrel, detectdndose los mayores (3,21 y 3,29 U-mgide
proteina) para las concentraciones de 4,5y 6,0 mg-L'! de ethrel, respectivamente, sin

diferencias significativas entre si (figura 27C).

El incremento de la actividad proteolitica (figura 27A) pudiera estar relacionado con la habilidad

que tienen las células vegetales de cambiar de un estado del desarrollo a otro o a la adaptacion
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a nuevas condiciones ambientales. Ambos procesos requieren de cambios rapidos en los
mecanismos regulatorios de las células que sdlo se logran con la activacion de la protedlisis

(Viestra, 1996).
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Figura 27. Efecto de la concentracién de ethrel sobre la actividad proteolitica (A), la
concentracion de proteinas (B) y la actividad proteolitica especifica (C) de
extractos crudos obtenidos a partir de tallos de plantas aclimatizadas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de tres dias de aplicado el
producto. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente para cada indicador
(ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05; n=27).

Con la aplicacion de 4,5 y 6,0 mg-L! de ethrel se obtuvieron los mayores valores de actividad
proteolitica, los menores valores de concentracion de proteinas y por ende los mayores valores
de actividad proteolitica especifica (figura 27). Estos resultados pudieran estar asociados al
papel regulador del etileno durante la senescencia de las plantas y a la participacion de las
proteasas en los eventos degradativos de los tejidos que ocurren en este proceso fisioldgico
(Warner y Leopold, 1969). La senescencia en las plantas es un proceso de desarrollo activo que

esta controlado genéticamente y se inicia por cambios en el ambiente o el desarrollo. Es una
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serie ordenada de acontecimientos citoldgicos y bioquimicos que implica la reduccion de la
expresion de la mayoria de los genes e inicia la expresion de genes que codifican varias
enzimas hidroliticas, entre ellas las proteasas que intervienen en los procesos degradativos de
los tejidos (Taiz y Zeiger, 2006).

La cuantificacion de la actividad proteolitica por degradacién de proteinas internas o con la
utilizacién de sustratos exdégenos (Martin y Thimann, 1972; Ficher y Feller, 1994; Ishida et al.,
1998; Gregersen et al., 2008; Martinez et al., 2008; Kaushal et al., 2009), asi como la
disminuciéon de la concentracion de proteinas (Distefano et al., 1999; Palma et al., 2002) son
indicadores que caracterizan la respuesta a la adicién de ethrel. En discos de hojas de Solanum
lycopersicum L. la aplicacion de 1 mmol-L'! de ethrel duplicd la actividad proteolitica y
disminuyd la concentracion de proteinas luego de cuatro dias de aplicado el producto (Vera y
Conejero 1988, 1990). Por otra parte, Lerslerwong et al. (2009) evaluaron el efecto de la
induccion de la sintesis del etileno con 0,4 pmol-L™! de ethrel sobre la actividad proteolitica y la
degradacion de proteinas en pétalos de Dendrobium sp. Estos autores informaron una
disminucidn de la concentracidén de proteinas totales de 600 a 400 mg-g* de masa fresca y un
aumento de actividad proteolitica de 4,0 a 6,5 U-g"* de masa fresca en los pétalos de las flores
tratadas con ethrel después de cuarto dias de aplicado el producto. Kaushal et al. (2009)
detectaron que la concentracién de proteinas decrecid un 65% vy la actividad proteolitica se
incrementé 4,3 veces con respecto al control en pétalos de Rosa bourboniana L. tratadas con

gas etileno por 8 horas.

En plantas de la familia Bromeliaceae, generalmente, el uso de productos liberadores de etileno
se ha asociado a la estimulacion de la floraciéon y no se tiene referencia previa de la acciéon de
esta hormona en la induccién de proteasas. La accién del ethrel en la estimulacién de la
actividad proteolitica en plantas de Hohenbergia pendulifiora (A. Rich.) Mez pudiera estar
asociada a los procesos de senescencia, estas plantas en pleno crecimiento vegetativo no
estaban aptas para la floracidon. La capacidad para florecer (la transicion desde la juventud a la

madurez) se alcanza cuando la planta posee cierta edad o tamafio (Taiz y Zeiger, 2006). Es por
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ello que el efecto inductor de este producto en la acumulacién de proteasas en funcién de la

edad y el tamafio de la planta requiere de futuras investigaciones.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se decidié utilizar 4,5 mg-L'! de ethrel para
incrementar la actividad proteolitica en tallos de plantas aclimatizadas de Hohenbergia

penduliflora (A. Rich.) Mez.

4.3.3 Efecto del tiempo de aplicacion del ethrel en la induccion de proteasas en tallos

de plantas aclimatizadas.

La figura 28 muestra los resultados relacionados con el efecto del tiempo de aplicacion del
ethrel en la acumulacién de proteasas en tallos de plantas aclimatizadas de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez. En las plantas tratadas con ethrel la actividad proteolitica se
incrementd con el transcurso del tiempo, alcanzando los maximos valores (825,59; 927,00 y
909,24 U-kg! de tallo) a partir de los dos dias después de la aplicacién del producto, sin
diferencias significativas entre si (figura 28A). Este indicador no tuvo variacion en el transcurso
del tiempo en las plantas no tratadas. La concentracion de proteinas (figura 28B) no varié con
el transcurso de tiempo en las plantas que no fueron tratadas con ethrel. Sin embargo, en las
plantas tratadas con ethrel ocurrié una disminucién significativa de este indicador luego de un
dia de aplicado el producto, después de este momento no se notd variacién. La actividad
proteolitica especifica en las plantas tratadas con ethrel crecié con el paso del tiempo y fue
mayor a los tres y cuatro dias después de la aplicacién del producto (3,22 y 3,11 U-mg™? de
proteina, respectivamente), sin diferencias significativas entre si. En las plantas que no se

trataron con ethrel este indicador no tuvo variacién con el transcurso del tiempo (figura 28C).

El tiempo de aplicacion del ethrel tiene marcada influencia en la actividad proteolitica y en la
concentracion de proteinas. En discos de hojas de Solanum lycopersicum L. la actividad
proteolitica fue mayor a los cuatro dias después de aplicado el producto (Vera y Conejero 1988,
1990). También, Lerslerwong et al. (2009) encontraron la mayor actividad proteolitica en
pétalos de Dendrobium sp. cuatro dias después de afiadido el ethrel. En esta investigacion se
encontraron resultados que se encuentran en el rango de tiempo informadospor estos autores
en cuanto a la actividad proteolitica pues este indicador fue maximo y estable entre el segundo

y cuarto dia después de aplicado el ethrel (figura 28A). Sin embargo, la concentracion de
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proteinas disminuyd en las plantas tratadas luego de un dia de aplicado el producto, a partir de

este momento se mantuvo estable (figura 28B).
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Figura 28. Efecto del tiempo de aplicacion sobre la actividad proteolitica (A), la
concentracion de proteinas (B) y la actividad proteolitica especifica (C) de
extractos crudos obtenidos a partir de tallos de plantas aclimatizadas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Medias con letras desiguales difieren
estadisticamente para cada indicador (ANOVA bifactorial; Tukey; p< 0,05; n=27).

El incremento de la actividad proteolitica especifica hasta los tres dias después de aplicado el
producto en las plantas aclimatizadas (figura 28C) pudiera estar asociado con que el aumento
de la proteolisis es uno de los eventos que se desencadena como parte de la respuesta
temprana a cambios en el estado de desarrollo o de las condiciones ambientales (Palma et al.,
2002). La estabilizacidon de este indicador luego de tres dias de aplicada la soluciéon de ethrel
pudiera relacionarse con la acomodacion al estrés que se presenta en las plantas como

respuesta a un estimulo ambiental (Azcon-Bieto y Talon, 1993).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se decidid que tres dias después de la aplicacion

del ethrel es el tiempo adecuado para incrementar la actividad proteolitica en tallos de plantas
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aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez. Este es el menor tiempo con el que

se obtuvo la mayor actividad proteolitica especifica.

En la figura 29 se compara la actividad proteolitica, la concentracién de proteinas y la actividad
proteolitica especifica de extractos proteoliticos crudos obtenidos a partir de tallos de plantas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez provenientes del habitat natural y aclimatizadas,
tratadas y no tratadas con ethrel (4,5 mg-L'!). La actividad proteolitica mostré su mayor valor
en las plantas aclimatizadas tratadas con ethrel (926,86 U-kg' de tallo) con diferencias
siginificativas del resto de los tratamientos (figura 29A). Por su parte, la mayor concentraciéon
de proteinas se detectd en tallos de plantas provenientes del habitat natural (420,64 mg-kg™ de
tallo), con diferencias signficativas del resto de los tratamientos (figura 29B). Las plantas
aclimatizadas tratadas con ethrel (4,5 mg-L'!) mostraron los menores valores para este
indicador (288,55 mg-kg™ de tallo). La actividad proteolitica especifica fue mayor en las plantas

aclimatizadas tratadas con ethrel (3,21 U-mg de proteina) (figura 29C).
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Figura 29. Actividad proteolitica (A), concentracion de proteinas (B) y actividad proteolitica
especifica (C) de extractos crudos obtenidos a partir de tallos de plantas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez provenientes del habitat natural y
aclimatizadas, tratadas y no tratadas con ethrel. Medias con letras desiguales
difieren estadisticamente para cada indicador (ANOVA de un factor; Tukey; p< 0,05;
n=9).
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El incremento de la proteolisis se asocia a dos eventos fundamentalmente: la activaciéon de
zimogenos y/o la sintesis de novo de nuevas proteasas (Miintz, 2007). En las vacuolas, lugar de
almacenamiento de las cisteino proteasas que se estudiaron en este trabajo, es el
compartimento celular donde ocurre la mayor degradacion de proteinas y el reciclaje de los
aminoacidos. Este proceso estd estrechamente relacionado con el desarrollo de la planta y su
respuesta a los estimulos ambientales (Robinson et al., 2005). Esto pudiera explicar el

comportamiento observado.

En esta investigacion se demostré que en las plantas aclimatizadas tratadas con ethrel se
expresan niveles de proteasas en los tallos superiores a las plantas provenientes del habitat
natural y esta activacion pudiera estar asociada a procesos de aceleracion de la senescencia
durante la etapa de crecimiento vegetativo. Durante la senescencia, ademas del incremento de
la actividad de las proteasas pueden ocurrir otros procesos como son: la disminucion de las
clorofilas, el incremento de la peroxidacion lipidica y el aumento de la permeablidad de las
membranas debido a alteraciones en el metabolismo de las especies reactivas del oxigeno
(Leshem et al., 1988; Del Rio et al., 1998; Palma et al., 2002, 2006). Por estas razones para
tratar de explicar los principales cambios metabdlicos que ocurren en las plantas aclimatizadas
de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez con la aplicacion del ethrel se determinaron
indicadores bioquimicos y fisioldgicos en hojas y tallos los que seran abordados en el siguiente
acapite.

4.3.4 Determinacion de indicadores bioquimicos y fisiolégicos asociados a la

aplicacion del ethrel.

En la tabla 3 se muestran los valores de la actividad proteolitica, la concentracion de proteinas y
la actividad proteolitica especifica en hojas de plantas aclimatizadas no tratadas y tratadas con
ethrel (4,5 mg-L'?) luego de tres dias de aplicado el producto. Como se puede apreciar en las
hojas de las plantas tratadas con ethrel, la actividad proteolitica y la actvidad proteolitica
especifica fue significativamente mayor, mientras que la concentraciéon de proteinas fue menor
en estas plantas. Este comportamiento es similar al que se obtuvo para estos indicadores en los
tallos de las plantas tratadas con ethrel (4,5 mg-L™) luego de tres dias de aplicado el producto

(figura 28).
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Las proteasas tienen un papel regulador en el desarrollo de las plantas debido a que poseen
selectividad para la escisién de las proteinas y activan enzimas, incluyendo otras proteasas
(Beers et al., 2004). Jones et al. (2005) informaron que el etileno participa en la regulacion
temporal de la proteolisis durante la senescencia. Por otra parte, varios investigadores sugieren
que las proteasas participan activamente en la hidrdlisis de las proteinas durante la senescencia
y permiten la movilizacion de los nutrientes hacia los tejidos afectados (Rubinstein, 2000;
Jones, 2004). Ademads, se informa que el etileno induce la activacién de cisteino proteasas
durante la senescencia de diferentes érganos en Cicer arietinum L. (Cervantes et al., 1994),
Dianthus caryophyllus L. (Jones et al., 1995), Pisum sativum L. (Cercos et al., 1999), Solanum
lycopersicum L. (Chen et al., 2002), Alstroemeria peruviana Van Houtte (Wagstaff et al., 2002),
Sandersonia aurantiaca Hook (Eason et al., 2002), Narcissus pseudonarcissus L. (Hunter et al.,
2002), Petunia sp. (Jones et al., 2005) y Rosa bourboniana L. (Kaushal et al., 2009). En esta
investigacion se comprob6 el incremento de la actividad proteolitica especifica en los tallos y las
hojas de las plantas tratadas con ethrel (figura 28 y tabla 3).

Tabla 3. Actividad proteolitica, concentracidon de proteinas y actividad proteolitica especifica
en hojas de plantas aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez
luego de tres dias de aplicado el ethrel (4,5 mg-L?).

. Ethrel

Indicadores evaluados Control (4,5 mg-Lh) Valordet Valor de p
Actividad proteolitica 32,08 93,02 -54,22 0,00
(U-kg™ de masa fresca)
Concentracién de proteinas

139,83 108,33 -12,74 0,00
(mg-kg™ de masa fresca)
Actividad proteolitica especifica 0,30 0,67 -23,46 0,00

(U-mg* de proteina)

Comparacion de medias para cada indicador (t-Student; p< 0,05; n=27).
En la tabla 4 se muestran los resultados relacionados con el efecto del ethrel sobre indicadores
del estrés oxidativo en hojas y tallos de plantas aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A.
Rich.) Mez luego de tres dias de aplicado el producto. Como se puede apreciar la concentracion
de MDA y otros aldehidos en tallos y hojas no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos. En el caso de la actividad SOD especifica en tallos no se observé diferencias
significativas entre los tratamientos que se evaluaron. Sin embargo, en las hojas se encontrd el

mayor valor de este indicador en las plantas tratadas con ethrel (12,87 U-mg™* de proteina). Por
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su parte, para la actividad guayacol peroxidasa especifica en los tallos no se presento
diferencias significativas entre los tratamientos que se evaluaron, mientras que en las hojas el
mayor valor de este indicador (384,61 U-mg™ de proteina) se detectd para las plantas tratadas
con ethrel.

Tabla 4. Indicadores del estrés oxidativo en hojas y tallos de plantas aclimatizadas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de tres dias de aplicado el ethrel

(4,5 mg-L).
Tallos Hojas
Indicadores evaluados Control Ethrel Valor  Valor Control Ethrel Valor  Valor
“45mgLt det dep “45mgLt det de p
Concentracion de MDA
6,55 6,42 0,18 0,87 10,98 9,73 1,25 0,28

(umol-g* de masa fresca)
Concentracion de otros aldehidos
(umol-g* de masa fresca)

Actividad SOD especifica

(U-mg* de proteina)

Actividad guayacol peroxidasa
especifica (U-mg* de proteina)

85,24 90,11 -0,64 0,56 139,61 148,91 0,66 0,55
13,49 11,69 0,83 0,42 5,74 12,87 7,63 0,00

597,72 561,71 1,99 0,06 133,83 384,61 -2,89 0,01

Comparaciéon de medias para cada indicador (t-Student; p< 0,05; n=27).
En las hojas de plantas aclimatizadas tratadas con ethrel (4,5 mg-L'!) se observéd el incremento
de las actividades especificas de SOD y guayacol peroxidasa, mientras que los contenidos de
MDA vy otros aldehidos no sufrieron variacion (tabla 4). Esto sugiere que el sistema enzimatico
SOD-peroxidasas asociado al estrés oxidativo en las hojas resultd suficiente en la eliminacion de
las ERO que se generaron luego de la aplicacion del ethrel. El hecho de que la concentracion de
MDA no mostré variacion entre los tratamientos que se evaluaron pudiera asociarse a la

ausencia de danos a nivel de la membrana celular.

El hecho que en los tallos no se detectaron incrementos en la concentracion de MDA y otros
aldehidos ni en las actividades especificas de las enzimas relacionadas con el estrés oxidativo
(tabla 4) en las plantas aclimatizadas tratadas con ethrel (4,5 mg-L!) hace pensar que en este
organo no esta ocurriendo la formaciéon y acumulacién de radicales libres como consecuencia de
la aplicacién del ethrel. Sin embargo, la actividad proteolitica especifica en los tallos tratados
con ethrel (4,5 mg-L!) aumenté significativamente (figura 28), lo que pudiera estar relacionado
con un incremento en la degradacién de las proteinas de reserva que se encuentran en las
vacuolas producto de la proteolisis (Mlintz, 2007). Con este proceso se forman aminoacidos

libres que son transportados al citosol y por accion de las enzimas glutamina sintasa citosélica,
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aspartato aminotransferasa y glutamato deshidrogenasa se convierten en compuestos que
pueden ser transportados a las hojas como la glutamina, principal aminoacido transportable
(Fischer y Feller, 1994; Buchanan-Wollaston et al., 2005). De esta forma ocurre una rapida
relocalizacion de los recursos del vegetal y se garantiza la movilizacion del nitrégeno hacia los

tejidos afectados (Yang et al., 2004).

En la tabla 5 se aprecian los resultados del efecto del ethrel sobre indicadores del crecimiento y
el contenido de clorofilas y la actividad fotosintética en hojas de plantas aclimatizadas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de tres dias de aplicado el producto. Para los
indicadores masa fresca y seca de las hojas no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos que se evaluaron. En las plantas aclimatizadas tratadas con ethrel (4,5 mg-L'?)
no se noté flacidez en las hojas luego de trascurridos los tres dias de aplicado el producto. Para
la concentracién de clorofila a, b y total los mayores valores (121,99; 90,88 y 212,87 ug-mg
de masa fresca, respectivamente) se observaron en las hojas de las plantas aclimatizadas que
no fueron tratadas con ethrel. En la actividad fotosintética no se encontraron diferencias
significativas entre las plantas aclimatizadas tratadas y no tratadas con ethrel.

Tabla 5. Indicadores del crecimiento, concentracién de clorofilas y actividad fotosintética en
hojas de plantas aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez luego de
tres dias de aplicado el ethrel (4,5 mg-L'!).

Ethrel

Indicadores evaluados Control (4,5 mg-L'h) valor de t Valor de p
Masa fresca (g) 19,63 21,22 -0,85 0,44
Masa seca (g) 3,12 3,20 -0,29 0,79
Concentracion de clorofila a 121.99 78 09 14.13 0.00
(ug-g* masa fresca) ! ! ! !
Concentracion de clorofila b 90.88 69 25 5 86 0.00
(ug-g* masa fresca) ! ! ! !
Concentracion de clorofila total 212 87 147 35 12 .06 0.00
(Mg-g* masa fresca) ! ! ! !
Actividad fotosintética 963 11.20 -1.49 014

mol CO,-m2:s)
(M

Comparacion de medias para cada indicador (t-Student; p< 0,05; n=27).
El hecho de que la masa fresca de las hojas no mostré variacion indica que la concentracion del
producto y el tiempo de aplicacién que se utilizaron en esta investigacién no provocaron la

pérdida de agua. Este comportamiento pudiera estar relacionado con las adaptaciones
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anatdomicas, morfologicas y fisioldgicas que se presentan en las plantas con metabolismo CAM
que reducen al minimo la pérdida de agua. El ciclo estomatico de las plantas CAM esta
invertido. La apertura de los estomas se realiza en la noche cuando las condiciones son menos
favorables para la salida del agua. Ademas, en estas plantas las hojas presentan una cuticula

gruesa que es muy eficaz para limitar la pérdida de agua (Azcon-Bieto y Talon, 1993).

Los cloroplastos son los primeros organelos que se deterioran al inicio de la senescencia en las
hojas (Michele et al., 2009). En las plantas tratadas con ethrel ocurrié una disminucion en el
contenido de clorofilas a, b y totales mientras que la actividad fotosintetica no mostré variacion
con respecto a las plantas que no fueron tratadas con ethrel (tabla 5). Este comportamiento
pudiera estar relacionado con la influencia de la intesidad de la luz en la acumulaciéon de
clorofilas a, b y total. Se ha comprobado que, generalmente, a bajas intensidades de luz el
contenido de clorofilas se incrementa para garantizar que la funcién de los pigmentos no afecte
el metabolismo celular (Donnelly y Vidaver, 1984; Lee et al., 1985). Las plantas de
Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez se aclimatizaron en una casa de cultivo con intensidad
luminosa entre 400-500 pmol-m™:s™l. Esto pudiera haber provocado un incremento en los
niveles de clorofilas de estas plantas, lo que explica que a pesar de que el ethrel afectd la
concentracidon de estos pigmentos los niveles que se alcanzaron son suficientes para garantizar

el funcionamiento de la antena fotoquimica.

La mayoria de los pigmentos fotosintéticos no participan en las reacciones de la antena
fotoquimica, sino que su funcién es realizar el proceso fisico de absorcidén y transferencia de
energia. Generalmente, solo una molécula del pigmento participa en las reacciones fotoquimicas
mientras que los restantes actian como pigmentos auxiliares en la absorcidon y transmision de
la energia luminosa (Azcon-Bieto y Talon, 1992), lo que explica que las variaciones en las
concentraciones de clorofilas no afectan la actividad fotosintética. De manera general, se
reconoce que la disminucién de la capacidad fotosintética se debe a alteraciones en las
actividades fotoquimicas en los fotosistemas II, I y en la cadena de transporte de electrones
(Zhang et al, 2006). EI comportamiento observado en las plantas de Hohenbergia penduliflora
(A. Rich.) Mez hace pensar que las principales alteraciones que provocé el ethrel en los
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cloroplastos estuvieron asociadas a la antena colectora de luz donde se localizan la mayoria de

los pigmentos fotosintéticos.

Las moléculas de clorofila y todo el sistema enzimatico que cataliza la transformacién de la
energia luminosa en quimica se localizan en los tilacoides que forman las granas de los
cloroplastos. La membrana del tilacoide tiene estructura de mosaico fluido, similar a la
membrana citoplasmatica. Las moléculas de clorofila se unen a las proteinas globulares que
forman esta membrana (Salisbury y Ross, 1992). Durante la senescencia de las hojas, en los
cloroplastos se produce desorientacion en las granas, dilatacion de los tilacoides y un
considerable decrecimiento del contenido de pigmentos fotosintéticos (Smart, 1994; Del Rio et
al., 1998; Hortensteiner y Krdutler, 2011). Recientemente, Eckardt (2009) y Biichert et al.
(2011) informaron que el primer paso en la degradacién de las clorofilas es la eliminacién del
atomo de magnesio para formar feofitina, luego ocurre la eliminacién de la cola de fitol
catalizada por la enzima feofitinasa. La degradacién completa de las clorofilas es de vital
importancia en esta etapa, ya que permite el reciclaje del nitrégeno y otros compuestos en el
interior del cloroplasto. Ademas, es un mecanismo de proteccion para evitar la acumulacién de

productos intermediarios fototoxicos (Hortensteiner, 2006).

La degradacion de las clorofilas en hojas de varias especies de plantas en fase de senescencia
se ha informado. Gepstein y Thimann (1981) evaluaron el efecto del etileno en la degradacion
de las clorofilas en hojas de Avena sativa L. durante 10 dias. La descomposicion de las clorofilas
progresd con el transcurso del tiempo. Por su parte, Meir et al. (1992) estudiaron el efecto del
etileno en la degradacién de las clorofilas en hojas de Petroselinum crispum (Mill.) durante siete
dias. Luego de transcurridos cuatro dias, estos autores notaron una disminuciéon notable del
contenido de clorofilas en las hojas tratadas con etileno con respecto al tratamiento control.
Zhang et al. (2011) demostraron que el etileno acelera la senescencia en hojas de Brassica rapa
L. La expresion de los genes relacionados con las enzimas que catalizan la degradacién de las
clorofilas se incrementd en las plantas tratadas con etileno, lo que evidencia el incremento de

este proceso catabdlico en las hojas senescentes.
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Con los resultados obtenidos en esta fase de la investigacion se demostré que el ethrel
(4,5 mg-L™") luego de tres dias de aplicacion provocé la induccién de las protesas presentes en
los tallos de plantas aclimatizadas, alcanzandose valores de actividad proteolitica especifica
2,5 veces superiores a los obtenidos en los tallos de las plantas provenientes del habitat
natural. Ademas, se comprobd que con la aplicacidon de este compuesto aparecen cambios
bioquimicos y fisiolégicos en las plantas aclimatizadas de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.)

Mez que se asocian con el proceso de senescencia que ocurre en estas plantas.

Con el conjunto de experimentos desarrollados se demostré que los tallos de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez son un reservorio natural de cisteino protesas y en particular una
fuente para la obtencién de pendulifloraina I. En esta tesis doctoral se brindan alternativas para
el aislamiento de estas enzimas sin afectar los ecosistemas, lo que constituye un aspecto

importante para disefiar investigaciones futuras.
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5. CONCLUSIONES

1. La obtencidén de extractos proteoliticos activos y estables a partir de tallos de Hohenbergia
penduliflora (A. Rich.) Mez permitié aislar una nueva cisteino proteasa: la pendulifloraina I,
la cual posee elevada homologia con los miembros la familia C1.

2. Con la metodologia de propagacion in vitro de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez
propuesta se incrementd la disponibilidad de material vegetal a usar como fuente de
extracciones de proteasas, sin afectar los ecosistemas.

3. El uso del ethrel incrementd la actividad proteolitica especifica en los tallos de plantas
aclimatizadas hasta valores superiores a los obtenidos en las plantas provenientes del
habitat natural e influyo en otros indicadores relacionados con la senescencia, sin ocasionar

danos severos a nivel celular.
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6. RECOMENDACIONES

(=Y

Iniciar los estudios sobre posibles aplicaciones de los preparados proteoliticos obtenidos en

esta investigacion, en particular la pendulifloraina I.

2. Evaluar los sistemas semiautomatizados con el uso de la técnica de inmersion temporal
como otro método de propagacion de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez donde se

utilicen disefios experimentales que incluyan la interaccion de factores.

3. Aplicar la metodologia de propagacion in vitro de Hohenbergia penduliflora (A. Rich.) Mez,
que incluye el uso del ethrel, en el Centro de Bioplantas u otra entidad especializada como

alternativa para la obtencién de proteasas, sin afectar la biodiversidad y los ecosistemas.
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8. ANEXOS
Anexo 1: Caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos utilizados.

A) Composicién quimica de la cachaza (100%) (Complejo Agroindustrial Azucarero

Ciro Redondo, Ciego de Avila).

Composicién quimica Valor
Calcio CaO 224,32 mg/L
Potasio K,0 108,86 mg/L
Fésforo P,Os 1107,90 mg/L
Materia organica 32,1%

C.E 1,04 mol/cm?
pH 7,8

B) Composicion quimica de la zeolita (100%) (Yacimiento de Tasajeras, Santi

Spiritus)
Composicién quimica %
Silicio Sio, 66,20
Aluminio Al,O3 11,20
Hierro Fe,Os3 2,20
FeO 0,30
Magnesio MgO 0,60
Calcio CaO 4,50
Sodio Na,O 1,50
Potasio K,0 1,30
Fosforo P,Os 0,07
Agua H,O 4,70
Composicion mineral %0
Clinoptilolita 40,00
Modernita 40,00
Otros (Calcita, cuarzo, feldespato) 20,00
Propiedades fisicas Valor
Tamafio de la particula 0,01-1,0 mm
Densidad () 0,37 g/cm’®
Densidad de la fase sélida (y) 1,77 g/cm’
Porosidad total (PT) 80,59 % vol.
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