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Resumen

El término “oscurecimiento” engloba de manera general la oxidacion por radicales libres de
diferentes componentes celulares, asi como la oxidacidon de compuestos fenolicos catalizados por
la enzima polifenol oxidasa para producir quinonas, especies quimicas muy reactivas, todo lo cual
genera dafio e incluso la muerte celular. El oscurecimiento en el cultivo de tejidos es un problema
comun, principalmente en especies lefiosas. El bambu no esta exento de esta limitacion durante su
cultivo in vitro. Una especie de importancia comercial y ambiental es Bambusa lako. Sin embargo,
su propagacion in vitro se ve limitada por la muerte de brotes en la fase de establecimiento debido
al oscurecimiento. En este estudio se evaluo si el oscurecimiento de explantes nodales in vitro de
B. lako estaba asociado con la acumulacion de polifenoles, la actividad de la polifenol oxidasa y el
estrés oxidativo evidenciado mediante el malondialdehido. Para la evaluacion de estos parametros
bioquimicos primero se desarrollo una escala visual de oscurecimiento de cuatro grados. Se obtuvo
un aumento en la concentracion de fenoles totales y malondialdehido a medida que avanza el
oscurecimiento. Por otro lado, también se encontr6 un aumento en la actividad de la polifenol
oxidasa entre el grado verde y el completamente oscurecido. En adicién a lo anterior, el analisis
histolégico evidencid una actividad metabolica activa en los brotes verdes dado que se encontr6d
una mayor acumulacion de almidén y proteina. Por otro lado, al buscar localizar los polifenoles y
especies reactivas de oxigeno como el H»O,, se encontraron en los haces vasculares. Como
propuesta innovadora y dado al efecto que tiene el nitroprusiato de sodio sobre el oscurecimiento
in vitro, se evalu¢ el efecto de tres concentraciones de este compuesto (0,5 mM; 1,5 mM y 3,0 mM)
sobre el crecimiento y el oscurecimiento de los brotes. No se encontrd ningin efecto sobre la
brotacion, longitud de brote y nimero de brotes; ademas, tampoco fue efectivo para reducir el

oscurecimiento de los brotes in vitro de B. lako durante siete semanas de cultivo.
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Summary

The term "browning" generally encompasses free radical oxidation of different cellular
components, as well as the oxidation of phenolic compounds catalyzed by the enzyme polyphenol
oxidase to produce quinones, highly reactive chemical species, all of which lead to cell damage
and even cell death. Browning in tissue culture is a common problem, mainly in woody species.
Bamboo is not exempt from this limitation during in vitro culture. One species of commercial and
environmental importance is Bambusa lako. However, it’s in vitro propagation is limited by shoot
death at the establishment stage due to browning. In this study, we evaluated whether browning of
in vitro nodal explants of Bambusa lako was associated with polyphenol accumulation, polyphenol
oxidase activity, and oxidative stress as evidenced by malondialdehyde. For the evaluation of these
biochemical parameters, a four-grade visual darkening scale was first developed. An increase in
the concentration of total phenols and malondialdehyde was obtained as the darkening progresses.
On the other hand, an increase in polyphenol oxidase activity was also found between green and
fully darkened grades. In addition to the above, histological analysis evidenced an active metabolic
activity in the green shoots since a greater accumulation of starch and protein was found. On the
other hand, when searching for polyphenols and reactive oxygen species such as H>O», they were
found in the vascular bundles. As an innovative proposal and given the effect of sodium
nitroprusside on browning in vitro, the effect of three concentrations of this compound (0.5 mM;
1.5 mM and 3.0 mM) on shoot growth and browning was evaluated. No effect was found on
sprouting, shoot length and number of shoots; furthermore, it was also ineffective in reducing shoot

browning in vitro of Bambusa lako during seven weeks of culture.
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Figura 15. Localizacién de polifenoles, con la prueba de Hoepfner-Vorsatz en los, a. haces
vasculares de la zona distal del brote en grado 2 y b. area basal del brote en grado 3, del tejido de

B. lako. c. Compuestos polifenolicos presentes en el control positivo (frijol - Brunca); x: xilema;
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fl: floema; cp; compuesto fenolicos; tst: testa; ctl: cotiledon. Coloracion café indica presencia de
polifenoles. Barras equivalentes @ 20 [M.........oouiiiitiitii e 43
Figura 16. Localizacion de polifenoles, con la tincion de azul de toluidina, en los haces vasculares
del tejido in vitro de B. lako. a. Grado 1, zona basal del brote; b. Grado 2, zona basal del brote; c.
Grado 3, zona basal del brote y d. Grado 4, zona distal del brote. x: xilema; cp; compuestos
fenolicos; fl: floema; fb; fibras; pxl: protoxilema. Azul claro muestra la presencia de polifenoles.
Cortes transversales de 12-15 um, barras equivalentes a 20 pim.............coooiiiiiiiiiiiein.n. 44
Figura 17. Localizacién de peroxido de hidrogeno con DAB en los haces y tejidos vasculares de
los brotes in vitro de B. lako. a. Zona basal de brote en grado 1; b. y c. Zona basal de brote en
grado 2; d. Zona basal de brote en grado 3; e. y f. Zona basal y zona distal de brote en grado 4,
respectivamente. Barras equivalentes a 20 um. Color cobrizo indica localizacién de la enzima
peroxidasa en el tejido. HxO: perdxido de hidrogeno; m: xilema; fl: floema; tjv: tejido
VASCULAT . L.ttt e e e e 45
Figura 18. Raiz de rdbano, utilizado como control positivo en la prueba de DAB en brotes in vitro
de B. lako. Barra equivalente a 50 pm. Localizacién de peroxido de hidrogeno indicada en color
café: HyOz: peroxido de hidrOgeno. .......c.vveniii i e 45
Figura 19. a. Efecto de los diferentes tratamientos de SNP sobre a. la brotacion in vitro de B. lako,
segun una prueba de Chi cuadrado de Pearson; b. el promedio de brotes por yema, segiin una prueba
de Chi cuadrado de Pearson y c. la longitud del brote mas largo luego de dos semanas de cultivo
in vitro de B. lako desde su establecimiento, segiin una prueba de Tukey. n=36 (0 mM), n=43 (0,5
mM), n=34 (1,5mM) y n=31 (3,0 MM)....niinii e 46
Figura 20. Efecto del SNP sobre el oscurecimiento de los brotes in vitro de B. lako. a. Porcentaje
de explantes de B. lako en 0 mM de SNP, b. 0,5 mM de SNP, c. 1,5 mM de SNP y d. 3,0 mM, de
acuerdo con un analisis de Chi-cuadrado. Cada color corresponde al grado de oscurecimiento segun
la escala visual. Se utilizé el siguiente nimero de réplicas biologicas. 0 mM = 36; 0,5 mM = 43;

L, MM = 34 3 M = 3 s 47
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1. INTRODUCCION
El bambu pertenece a la subfamilia Bambusoideae, una de las 12 subfamilias de las

gramineas (Poaceae) (Judziewicz et al. 1999). Aproximadamente existen de 60 a 75 géneros,
con cerca de 1500 especies de bambu distribuidas en el planeta y clasificadas en tres tribus:
Arundinarieae, Bambuseae y Olyreae (Liese 2001; BPG 2012). El 64% se encuentra en el
sudoeste de Asia, el 33% en América Latina y el resto en Africa y Oceania. No existen
reportes sobre la presencia de especies nativas de bambu en Europa y la Antartida (Dransfield

1981).

El bambt es usado en la construccion por sus propiedades mecanicas y fisicas, en el sector
aeroespacial, la alimentacion, la industria textil, la pulpa y el papel, el arte y el disefio, en la
produccion de biocombustibles y en la elaboracion de gas metano y etanol en cantidades
comerciales (Akinlabi et al. 2017). El género Bambusa representa uno de los grandes
recursos naturales renovables, asi como también presenta diversos beneficios
medioambientales, tales como que son grandes captadores de carbono, presentan tolerancia
a temperaturas adversas y sus rizomas contribuyen a disminuir la erosion del suelo
superficial, entre otros (Garcia-Ramirez et al. 2011). Bambusa lako es una especie dentro de
este género, nativo de Indonesia, conocido como bambt negro del Timor, apreciado en la
industria maderera, ornamental y por su importancia para el ambiente (Widjaja, 1997;
Lantican 2009; Roxas 2012). Existe interés por la propagacion del bambu a escala comercial,
pero ésta se ha visto limitada por la baja tasa de germinacion, por la pérdida de viabilidad de
las semillas y por la poca disponibilidad de material para su reproduccion por division de

rizomas o esquejes (Liese 1987; Banik 1995; van Dam et al. 2018).

El cultivo in vitro representa una alternativa para la propagacion masiva del bambu. A pesar
de que existen protocolos eficientes para la propagacion in vitro de algunas especies de
bambu (Gielis y Oprins 2002; Sandhu et al. 2018), en el caso de B. lako no se han reportado
protocolos exitosos. La principal causa es atribuida a la muerte de los brotes por
oscurecimiento durante la fase de establecimiento in vitro (Zamora-Chacon 2015). El

oscurecimiento es un problema comun en el cultivo de tejidos in vitro de plantas,



especialmente en plantas lefiosas. Incluso este fendmeno se ha mencionado también en
algunas otras especies de bambu durante su propagacion in vitro, tales como Dendrocalamus
latiflorus Munro, Phyllostachys nigra, Gigantochloa atroviolaceae y Bambusa balcooa

Roxb (Huang et al. 2002, Das y Pal 2005; Bisht ef al. 2010).

El oscurecimiento en el cultivo de tejidos vegetales generalmente estd relacionado con la
acumulacion de polifenoles y su polimerizacion enzimatica mediada por la polifenol oxidasa
(PPO) (Amiot et al. 1996). De igual manera se relaciona con el estrés oxidativo provocado
por las condiciones in vitro, las cuales, ademds, promueven anomalias anatdmicas y
fisiologicas en las plantas in vitro (Rajput et al. 2020). El malondialdehido (MDA) es un
subproducto de la peroxidacion lipidica inducida por radicales de oxigeno y enzimas, y es
utilizado como biomarcador del estrés oxidativo en plantas (Davey et al. 2005). Aunque se
han reportado diversas estrategias para sobrellevar este fenomeno, por ejemplo, agregar
compuestos antioxidantes al medio o realizar un subcultivo frecuente del tejido, se sugiere
explorar otras alternativas debido al costo y tiempo que estas implican (Dutta-Mudoi et al.

2013; Zheng et al. 2020).

Se ha mencionado que el nitroprusiato de sodio (SNP, por sus siglas en inglés) inhibe la
actividad de las enzimas PPO, fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y peroxidasa (POD), que
estan asociadas a niveles altos de compuestos fendlicos y a la produccion de etileno, lo cual
resulta en la reduccion del oscurecimiento y lignificacion externa en brotes de bambu (Xu et
al. 2009; Xu et al. 2010; Yang et al. 2010; Hesami et al. 2018; Pandey et al. 2020). En
adicion, al ser el SNP un donador de 6xido nitrico (NO), tiene un efecto como regulador de
crecimiento y contribuye al crecimiento y desarrollo de los tejidos in vitro (Pandey et al.
2020; Pradhan ef al. 2020). Aunque sus efectos dependen de las concentraciones y genotipo

(Sarropoulou et al. 2014).

Por tanto, con la presente investigacion se caracterizé el oscurecimiento en los brotes in vitro
de B. lako para determinar si se asociaba a la acumulacion de polifenoles, la actividad de la
PPO y/o al estrés oxidativo evidenciado por MDA. Por otro lado, se evaluaron los cambios

histologicos causados por el oscurecimiento en los brotes in vitro de B. lako y, por ultimo,



como estrategia innovadora, se estudio el efecto de varias concentraciones de NSP sobre la
brotacion inicial durante el establecimiento in vitro de B. lako, tanto en parametros de

crecimiento como en el oscurecimiento del tejido.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Caracterizar los cambios fisiologicos y bioquimicos relacionados con el oscurecimiento en

tejidos in vitro de Bambusa lako.

2.2. Objetivos especificos

1. Evaluar si el oscurecimiento de los tejidos in vitro de Bambusa lako esta relacionado con
el contenido de fenoles, la actividad de la enzima polifenol oxidasa y el estrés oxidativo
evidenciado mediante el contenido de malondialdehido.

2. Describir, mediante histologia, los cambios anatomicos asociados al oscurecimiento de
los brotes de Bambusa lako durante la fase de establecimiento in vitro.

3. Evaluar el efecto de la adicidon de nitroprusiato de sodio al medio de cultivo sobre el

oscurecimiento de los brotes de Bambusa lako durante su establecimiento in vitro.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1.1. Aspectos generales del bambu

El bambu es una planta perenne herbacea o lefiosa, que forma parte del grupo de las
angiospermas, al orden de las monocotiledoneas y pertenece a la subfamilia Bambusoideae,
una de las 12 subfamilias de las gramineas (Poaceae) (Judziewicz et al. 1999). Se clasifica
en tres tribus: Arundinarieae, Bambusaea y Olyreae (BPG 2012). Se estima que existen 60-
75 géneros y 1250-1500 especies de bambu distribuidas, de manera general, 64% en el
sudoeste de Asia, 33 % en América Latina y el resto en Africa y Oceania. Sin embargo, no
existen reportes de especies nativas de bambu en Antartida y Europa, pero si se ha
mencionado la propagacion de especies de bambu introducidas en el ultimo continente

(Dransfield 1981; Liese 2001).

El bambu es considerada una planta versatil, ya que crece de manera 6ptima a temperaturas
entre 20 °C y 30 °C y en altitudes entre 100 y 800 m sobre el nivel del mar (m.s.n.m.); aunque
se puede encontrar en altitudes mayores a 3000 m.s.n.m. Ademas, crece en todo tipo de suelo,
menos en suelos salinos (Mohah et al. 2022). Se caracteriza por tener un sistema de rizoma
bien desarrollado, que permite su clasificacion en dos grupos principales y uno intermedio:
paquimorfo o simpodial, leptomorfo o monopodial e intermedio o antipodia. Poseen un tallo
aéreo que brota del rizoma, conocido como culmo, compuesto por haces vasculares
colaterales y aproximadamente 52% de tejido parenquimatico, 40% de fibra y 8% de células
conductoras, siendo estas caracteristicas similares entre diferentes especies. Por encima de la
linea nodal y en posicion distica del culmo se encuentran las yemas, estas presentan un
caracter vegetativo o reproductivo (Grosser y Liese 1971; Banik 1995; Liese 1998; Londofio

2002).

Por sus propiedades mecénicas y fisicas, el bambu es considerada una planta multiusos,
debido a la composicion de su material, que puede ser usado en la construccion, en el sector
aeroespacial, en la alimentacion de animales y humanos, en la industria textil y de confeccion,
en la pulpa y el papel, el arte y el disefio, en la produccion de biocombustibles y en la
elaboracion de gas metano y etanol en cantidades comerciales (Akinlabi et al. 2017). En
paises como Colombia y Costa Rica, el bambu, al revestirlo con concreto y yeso, ha

demostrado ser una forma barata y efectiva de construir viviendas a prueba de terremotos.



En Filipinas y Hawai, se desarrollan tecnologias para el uso del bambu en la construccion de

edificios a prueba de ciclones (Turnbull 2008).

3.1.2. Tribu Bambusaea

La tribu Bambusaea, se divide en dos clados, bambues lefiosos neotropicales y bambues
lefiosos paleotropicales. A su vez, los bambues neotropicales se clasifican en tres subtribus,
Arthrostylidium, Chusqueinae y Guaduinae, y los bambues lefiosos paleotropicales se
clasifican en cuatro subtribus Bambusinae, Hickeliinae, Melocanninae y Racemobambosinae
(Sungkaew et al. 2009). Esta tribu se dividide en 360 especies agrupadas en 20 géneros, de
los cuales un género y dos especies se encuentran en la zona templada norte de Estados
Unidos, el resto se clasifica en cuatro subtribus, tres endémicas nuevas de América
(Arthrostylidiinae, Chusqueinae y Guaduinae) y una, Arundinariinae, comun al Viejo y al
Nuevo Mundo distribuidas desde México hasta Chile (Londono 1990). Los bambues
pertenecientes a esta tribu presentan sistemas complejos de rizoma, culmos lignificados,
comunmente huecos, hojas muy bien diferenciadas, un excelente desarrollo de
ramificaciones aéreas. Ademas, presentan espiguillas bisexuales y tienen ciclos de floracion

gregarios (Dransfield y Widjaja 1995; BPG 2012).

3.1.3. Bambusa lako

Una especie de interés comercial es B. lako, ya que sus culmos son usados para la
construccion y elaboracion de muebles tradicionales (Roxas 2012). Ademas, por su habito
de crecimiento, es un bambu de bajo riesgo invasivo (Lieurance et al. 2018). B. lako, es
originario de Indonesia, donde su nombre local “lako” significa negro en tetun (idioma oficial
de Timor Oriental), en referencia a sus culmos negros o violaceos. Es una especie perenne
que forma culmos bastante compactos con cafias erectas, recurvas en el apice, que pueden
alcanzar los 20 m de altura en las zonas tropicales, pero en otras zonas se mantienen mas

bajas y tienen un didmetro de 4-10 cm (Widjaja 1997).

Widjaja (1997) describe que B. lako presenta ramas en el culmo inferior, auriculas
prominentes de las vainas del culmo y rayas amarillentas a verdosas en los culmos jovenes.
Dudas en la taxonomia de ciertos grupos llevo a realizar estudios taxonémicos moleculares.
Los resultados y analisis de un estudio de polimorfismo de longitud de fragmentos

amplificados determinaron que pertenece al género Gigantochloa (Loh et al. 2000).



3.1.4. Floracion y propagacion del bambu

Las especies de bambu pertenecientes a la tribu Bambuseae se caracterizan por tener ciclos
de floracion largos con reproducciéon monocarpica, es decir que al florecer posteriormente
mueren. Esta caracteristica depende de la especie (Soderstrom 1981). Se ha mencionado que
la floracién del bambt puede ocurrir de forma esporadica, es decir que solo uno o varios
miembros de una misma poblacion florecen, o de forma gregaria, cuando la floraciéon de una
especie ocurre en un mismo momento y en diferentes lugares. Algunas especies de bambu
permanecen en un estado vegetativo por décadas o puede que hasta por un siglo (Zheng et

al. 2020).

Convencionalmente, el bambu se propaga por semillas, considerado un método facil y de
bajo costo (Banik 1995). Sin embargo, presenta limitaciones como la baja frecuencia de
floracion y la forma gregaria en que esta ocurre dentro de una poblacidn, la baja tasa de
germinacion de las semillas y, debido a su heterogeneidad genética, no siempre reproducen
las caracteristicas de las plantas madre (Banik 1995; Liese 1987; van Dam et al. 2018). En
cambio, los métodos de propagacion vegetativa mediante propagulos y rizomas permiten la
obtencion de plantas idénticas a la madre, no obstante, presentan desventajas, tales como que
la floracion y la muerte ocurran en un periodo corto después de la propagacion (Banik 1995).
Ademas, estos métodos requieren mucha mano de obra por su volumen, son de dificil manejo
y transporte, presentan crecimiento lento y una baja tasa de multiplicacion y de supervivencia

(Ray y Ali 2017).

3.2. Cultivo in vitro de bambu

El cultivo in vitro de tejidos consiste en tomar la porcion de una planta, cominmente
llamados explantes (hoja, apice, inflorescencias etc.) y colocarla en un medio de cultivo
nutritivo basal que reune las condiciones para su desarrollo y crecimiento. Esta técnica
permite obtener plantas libres de enfermedades, genéticamente uniformes y de forma masiva,
con respecto a los métodos tradicionales de propagacion (Rajput et al. 2020). Dadas las
desventajas para propagar el bambu a través de los métodos convencionales, el cultivo in
vitro es una alternativa para su propagacion a gran escala. Se han desarrollado métodos

viables y eficientes para la propagacion de plantas de diversas especies de bambu a escala



comercial, y en programas de mejoramiento genético y la conservacion de germoplasma

(Gielis y Oprins 2002; Sandhu et al. 2018).

La proliferacion de brotes a través de yemas axilares de bambt es el método mas usado para
la produccion a gran escala (Jiménez y Guevara 2007; George y Debergh 2008),
principalmente porque la mayoria de las plantas producidas son genéticamente estables
(Schoofs 1992; Gielis y Oprins 2002). Este método involucra la seleccion y desinfeccion del
explante, la induccidén de brotacion de yemas en un periodo de oscuridad, crecimiento de
brotes en condiciones de luz, division de plantas para la multiplicacion in vitro y el subcultivo
frecuente en recipientes de mayor tamafio, enraizamiento y aclimataciéon (Jiménez et al.

2021).

En el caso del género Bambusa, se han reportado protocolos exitosos de propagacion in vitro,
tales como los desarrollados para Bambusa vulgaris "Striata” (Ramanayake et al. 2006),
Bambusa nutans Wall. ex Munro (Negi y Saxena, 2011a), Bambusa tulda (Sharma y Sarma,
2013), entre otras especies. En cuanto a B. lako, no existen reportes de un protocolo exitoso
para su propagacion in vitro debido a la mortalidad de brotes in vitro provocada por la

respuesta al oscurecimiento durante la fase de brotacion (Zamora-Chacon, 2015).

3.3. Oscurecimiento durante el cultivo in vitro de plantas

El oscurecimiento representa uno de los factores mas serios y frecuentes desde el inicio y
durante el establecimiento in vitro de plantas, especialmente en plantas lefiosas (Saxena 1990;
Azofeifa 2009). Esta respuesta provoca que la capacidad regenerativa disminuya, que se
produzca crecimiento deficiente y en casos extremos la muerte de los explantes (Azofeifa
2009). La severidad del oscurecimiento varia segun la especie, tejido u érgano, edad de la
planta, medio nutritivo y otras variables del cultivo in vitro (Huang et al. 2002; Wang et al.
2016). El cultivo in vitro de bamb1l no esta exento de esta respuesta, ya que se ha reportado
en diferentes estudios de micropropagacion in vitro de especies de bambu como
Dendrocalamus latiflorus Munro, Phyllostachys nigra, Gigantochloa atroviolacea y
Bambusa balcooa Roxb la muerte de brotes o plantulas por causa del oscurecimiento,
convirtiéndolo en una barrera para establecer protocolos eficientes y rentables en la

micropropagacion de bambu (Huang et al. 2002; Das y Pal 2005; Bisht et al. 2010).



Se ha mencionado que el oscurecimiento in vitro estd relacionado con la acumulacion de
compuestos fendlicos, con la acumulacion de especies de oxigeno reactivo (ROS, por sus
siglas en inglés) y niveles altos de la actividad enzimatica de la PPO (Xu ef al. 2015). En la
literatura se han sugerido diversas estrategias para sobrellevar esta respuesta en el cultivo in
vitro de plantas, tales como el uso de compuestos antioxidantes (Das y Pal 2005; Zheng et
al. 2020), utilizar medio liquido para una mayor dispersién de sustancias toxicas (Saxena
1990; Saxena y Bhojwani 1993; Ramanayake y Yakandawala 1997; Shirin y Rana 2007,
Azofeifa 2009) y subcultivar de manera frecuente los explantes o plantulas; sin embargo, este

ultimo método es poco rentable ya que demanda mucho tiempo y mano de obra (Azofeifa

2009; Dutta-Mudoi et al. 2013).

3.3.1. Compuestos fenolicos en el oscurecimiento in vitro de plantas

Los compuestos fendlicos constituyen los metabolitos secundarios mas comunes de las
plantas. Estan involucrados en procesos fisiologicos, ya que participan en distintas etapas del
desarrollo vegetal, actian en la defensa contra patdégenos, depredadores o radiacidén
ultravioleta y generalmente se reporta su ubicacion en las vacuolas. Se caracterizan por
poseer al menos un anillo de benceno que lleva uno o mas grupos hidroxilo. En la naturaleza
se pueden encontrar aproximadamente 8000 fenoles, provenientes en su mayoria de la ruta
metabolica del acido siquimico y el metabolismo de los fenilpropanoides (Holderbaum et al.
2010; Selvarajan et al. 2018). Se clasifican como flavonoides y no flavonoides, que incluyen
acidos fenolicos, lignanos y estilbenos (Figura 1). Los flavonoides presentan en su estructura
dos anillos de benceno unidos entre si por un puente de tres carbonos, y se subdividen en 12
grupos, dentro de algunos ejemplos comunes estan los flavonoles, flavonas, flavan-3-oles,
antocianinas, flavanonas, isoflavonas, y dihidrochalconas (Crozier et al. 2009; Sharma et al.

2019).

Sumado a lo anterior, los polifenoles participan en procesos de respuesta a estrés abiotico y
biotico y su acumulacion en el tejido vegetal se ha asociado con el oscurecimiento en el
cultivo in vitro de plantas (Dalal et al. 1992). También se ha sugerido que la sobreproduccion
de compuestos fendlicos y su polimerizacidon por enzimas oxidativas esta relacionado con la
reduccion de la tasa de sobrevivencia de plantulas in vitro (Huang et al. 2002; Hesami et al.

2018).
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Figura 1. Ejemplos de compuestos fendlicos que se encuentran en plantas. a. No flavonoides;
b. Flavonoides, los compuestos presentados son los mas abundantes dentro de cada subgrupo
y grupo. *Derivados del acido benzoico y **derivados del 4acido hidroxicinamico. Tomado
de Crozier et al. (2009).

3.3.2. Las PPO en el oscurecimiento in vitro de plantas

Las PPO son metaloproteinas que contienen cobre. Polimerizan diversos compuestos
fenolicos, lo que conlleva al oscurecimiento en plantas, razon por la que son consideradas
enzimas criticas en la tecnologia de alimentos. Son clasificadas segiin su mecanismo de
accion y especificidad de sustratos en: catecol oxidasas, tirosinasas y lacasas. Las catecol
oxidasas median la oxidacion de o-difenoles a o-quinonas; las tirosinasas poseen actividades
de cresolasa y por ultimo las lacasas oxidan una gran gama de compuestos aromaticos (Yoruk

y Marshall 2007).

Las PPO participan en el mecanismo de defensa de las plantas, ya que son inducidas
principalmente por heridas, ataques de insectos y sefiales relacionadas con la defensa
provocada por algunas fitohormonas y su localizacion se reporta en los plastidios (Duran et
al. 2002; Selvarajan et al. 2018; Aziz et al. 2019). Estudios han establecido la existencia de
un vinculo en la regulacion de la actividad de las PPO y la cantidad de polifenoles, ya que el
aumento de la actividad enzimatica de estas enzimas esta asociado al oscurecimiento in vitro
de plantas, a la desorganizacion celular y a la eventual muerte celular (Tang y Newton, 2004;

Poudyal et al. 2008; Huang et al. 2002).
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3.3.3. ROS en el oscurecimiento in vitro

Las ROS son un subproducto del metabolismo aerdbico de las plantas, e incluyen radicales
libres y moléculas no radicales producidas en diferentes compartimentos de las plantas como
los cloroplastos, peroxisomas, mitocondrias y apoplastos. El anion superoxido (Oz ), el
oxigeno singlete (!02), el radical hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrogeno (H202)
representan los principales ROS de las plantas (Mansoor et al. 2022). Las plantas bajo
condiciones de estrés producen grandes cantidades de ROS involucradas en la regulacion de
procesos vinculados con el crecimiento, el desarrollo y en la coordinacion de respuestas al

estrés bidtico y abidtico (Mittler ef al. 2004; Schippers et al. 2016).

Se ha indicado que el oscurecimiento también esta relacionado con un desequilibrio entre la
formacion de ROS y el sistema de defensa antioxidante (Turrens 2003). Para evitar el
deterioro en la célula por altos niveles de H>Oz, los organismos expresan la enzima POD para
la detoxificacion de H>O», sin embargo, el aumento en la actividad de esta enzima también
puede causar la muerte celular y subsecuentemente el oscurecimiento in vitro (Abohatem et

al. 2011).

De igual manera, un incremento desproporcionado de las concentraciones de las ROS resulta
en la peroxidacion lipidica o dafio oxidativo celular (Foyer y Noctor 2009). La peroxidacién
lipidica es un indicador del estrés oxidativo en los tejidos y se ha cuantificado mediante la
reaccion del MDA con dos moléculas de 4cido tiobarbiturico (Hodges et al. 1999). Altos
niveles de MDA en el cultivo in vitro se han asociado con una reduccion en las tasas de
crecimiento y desarrollo morfogenético; ademas, el MDA puede reaccionar y provocar
alteraciones en el ADN, proteinas, fosfolipidos y unirse a componentes del medio de cultivo

(Adams et al. 1999).

3.3.4. Efecto del SNP en el oscurecimiento in vitro de plantas

El NO es una molécula bioactiva, volatil, incolora y soluble en agua que regula algunas
funciones en las plantas, tales como germinacion de semillas, formacion de raices
adventicias, floracion, cierre de estomas, y senescencia; también media la respuesta al estrés
biotico y abidtico y aumenta la actividad antioxidante contra el estrés oxidativo (Crawford y
Guo 2005; Khan et al. 2017). El SNP se ha utilizado como donante de NO de bajo costo

(Zandonadi et al. 2010). Algunos resultados indican que su adicion exdgena durante el
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cultivo in vitro tiene efectos positivos (Cuadro 1) (Jafari y Daneshvar 2019; Subiramani et
al. 2019; Pandey et al. 2020), ya que, al ser un donador de NO, tiene un efecto como
regulador de crecimiento y contribuye al desarrollo de los tejidos in vitro (Pandey et al. 2020;
Pradhan et al. 2020). Aunque los resultados dependen de las concentraciones y genotipo

(Sarropoulou et al. 2014).

Se ha mencionado que el SNP inhibe la actividad de las enzimas PPO, PAL y POD, enzimas
asociadas a niveles altos de fenoles, asi como la produccion de etileno, lo cual resulta en la
reduccion del oscurecimiento y lignificacion externa en brotes de bambu, ademas de proteger
la membrana plasmatica. De igual manera el NO puede evitar la transformacion de fenoles
en quinonas al hacerlos reaccionar con compuestos quelantes de iones metalicos (Xu et al.

2009; Xu et al. 2010; Yang et al. 2010; Hesami et al. 2018; Pandey et al. 2020).



Cuadro 1. Reportes del efecto del nitroprusiato de sodio en el cultivo in vitro de plantas y brotes de bamb.
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Material vegetal Tratamiento Resultados Referencia
Brotes de 0,83 a 6,71 uM Con 1,67 uM SNP + 2,22 uM BA se gener6 la mayor induccionen el  Arun et al. (2017)
crisantemo de SNP numero de brotes.

Semillas in vitro de 0, 10, 20, 30, 40 Mayor brotacion con 30 uM SNP + 4,44 uM BA. Alta resistencia al Karthik et al

soya

Callos de
Valeriana
Jjatamansi

Callos de
Dioscorea opposita

Callos de Ficus
religiosa

y 50 uM de SNP

5, 10, 15, 20, 30
uM de SNP
0, 10, 20, 40,

100, 150 pM de
SNP

10, 20, 30, 40 y
50 uM de SNP

estrés salino y sobrevivencia de brotes con 50 uM SNP + 4, 44 mM
BA.

Con 1,5 mg/L de NAA + 15 uM de SNP se obtuvo mayor frecuencia
de callos. Disminucion de hiperhidricidad y oscurecimiento al usar 20
y 30 uM SNP. Mayor induccion de brotes y enraizamiento con 10%
agua de coco + 15 uM SNP.

Con 20-40 uM de SNP disminuye la concentracion de H>O; y aumenta
la induccion de callos, disminuye la actividad de catalasa y la POD y
aumenta la actividad del superoxido dismutasa; promueve la
acumulacion de prolina y glutation y reduce el oscurecimiento.

La concentracion de 50 uM SNP disminuy¢ el oscurecimiento, la
actividad de la PPO, SOD y CAT y aumento la concentracion de
prolina.

(2019)

Pandey et al
(2020)

Xu et al. (2009)

Hesami et al
(2018)
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Material vegetal

Tratamiento

Resultados

Referencia

Stevia rebaudiana

Bertoni

Brotes de
Arachis hypogaea
(M-13 'y
PBS24030)

Puntas de brotes de

Rubus idaus

50, 100, 250 y 500
uM de SNP y 0,05,
0,1, 0,3 y 0,5 mM

de putrescina

5, 50, 100 y 500
uM de SNP y en
combinacion con 3

mg/L BA

50 y 100 uM de
SNP + 100 mM de
NaCl

Los tratamientos con mayor eficacia fueron 10% PEG + 50 uM SNP +
0,05 mM putrescina (T10) y 10% PEG + 100 uM SNP + 0,05 mM
putrescina (T14). En ellos se observo rapida produccion de primordios

y mayor numero de raices, la longitud de raices y sobrevivencia.

Induccion de brotes por parte de SNP solo (100 pM) o en combinacion
(50 uM + BA). A concentraciones bajas mejora la actividad
antioxidante, ya que aumenta la actividad enzimatica de CAT, SOD y

APX con la finalidad de proteger a las plantas del estrés oxidativo.

Los valores mas altos para el numero de brotes y hojas, altura de brotes,
peso fresco, peso seco, biomasa, carotenoides se obtuvieron con 50 uM
de SNP. La mejor cantidad de prolina se encontr6 en el control y la
menor cantidad de azicar soluble total con 50 y 100 uM de SNP y con
NaCl 100 mM + SNP 100 pM se encontrd un aumento en la actividad
de SOD.

Pradhan et al
(2020)

Verma et al.

(2014)

Aliet al. (2017)
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Cuadro 1. (Cont.)

Material vegetal Tratamiento Resultados Referencia

Hojas de cerezo 0,10,20,30,40050 uM CAB-6P: 10 uM de SNP mayor nimero de brotes. Con 30 uM de Sarropoulou et
CAB-6P, Gisela6 SNP + 17,6 uM de BA'y SNP brotes con mayor longitud e induccién de brotes y con 50 uM  al. (2014)
y MxM 14 2,68 uM de NAA SNP se obtuvo el mejor enraizamiento. Gisela 6: La induccion de

brotes mejord en un 40% con 40 uM de SNP, también indujo

formacion de raices y con 30 uM SNP produjo callos més grandes.

MxM 14: con 30 uM de SNP se obtuvo el mayor ntimero de brotes

y mayor produccion de raices, tasa de induccion y con 40 uM SNP

raices y brotes mas largos. Mejor tamafio, tasa de induccion y peso

fresco en callos se observaron en concentraciones de 30 uM SNP

(CAB-6P) y 40 uM SNP (MxM14).

Brotes pelados de 0,1, 0,5 y 1,0 mM de El tratamiento con 0,5 mM disminuy6 la actividad enzimatica de Yang et al

bambu SNP PAL, PPO y POD por lo que retraso el oscurecimiento de los brotes. (2010)

APX: ascorbato peroxidasa; BA: benciladenina; CAT: catalasa; NAA: acido nalftalenacético; PAL: fenilalanina amonio liasa; PEG:
polietilenglicol; POD: peroxidasa; PPO: polifenol oxidasa; SNP: nitroprusiato de sodio; SOD: superdxido dismutasa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion del proyecto
La investigacion se desarrolld6 en el Laboratorio de Biotecnologia, del Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica, Ciudad

Universitaria Rodrigo Facio, San Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica.

4.2. Material vegetal

Se utilizaron yemas de plantas adultas de B. /ako, las cuales fueron previamente establecidas
por division de rizomas en el invernadero del CIGRAS (Figura 2). El riego de las plantas fue
por goteo y se aplico 1 g de fertilizante granular (Rosafert 12-12-17+2, Abonos Superior,
Costa Rica) cada mes en la base de cada planta. También se comenz¢ a aplicar, dos semanas
antes de cada introduccion, 2 g/L. de Agri-mycin® (Pfizer, México) en combinaciéon con 2
g/L benomil (Benomil® 50 WP, Fulton Industrial Chemical Company, Taiwan) cada dos o
tres dias al follaje de las plantas, para reducir la carga de microorganismos al momento de

realizar la desinfeccion para su establecimiento in vitro (Zamora-Chacon 2015).

Figura 2. Plantas de B. lako establecidas previamente en el invernadero del CIGRAS.

4.3. Desinfeccion de tejidos

El protocolo de desinfeccion se basé en la metodologia propuesta por Jiménez et al. (2006),
con algunas modificaciones, las cuales se describen a continuacion: con la ayuda de una tijera
de podar desinfectada se seccionaron ramas laterales de B. /ako. Posteriormente, se llevaron

al laboratorio y se cortaron en segmentos de un solo nudo, con una yema visible y prominente,
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de aproximadamente 2,0 — 3,0 mm de didmetro y 25 — 35 mm de longitud, se les removid
cuidadosamente la vaina de la hoja y se limpiaron con algodon impregnado de etanol al 70%
para después ser sumergidos en una solucion alcalina de Extran MA 01 (0,1% v/v) (Merck,
Darmstadt, Alemania) durante 10 min a 100 rpm. A continuacion, se realizd una inmersion
en 2 g/L de Agri-mycin® (Pfizer, México) en combinacion con 2 g/L. benomil (Benomil®
50WP, Fulton Industrial Chemical Company, Taiwan) durante 50 min a 100 rpm.
Seguidamente, se realizd una inmersion en etanol al 70% durante 2 min, después se
sumergieron en hipoclorito de sodio (NaOCl 1,5% v/v) con dos gotas de Tween 80 Sigma®
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) por cada 100 mL, durante 15 min a 100 rpm. Por
ultimo, los explantes se lavaron con agua destilada estéril de 3 a 5 veces en la camara de flujo
laminar y los extremos de los explantes se cortaron con la ayuda de un bisturi para eliminar

los extremos dafnados luego de la desinfeccion.

4.4. Establecimiento in vitro y brotacion inicial

Se utilizaron las sales minerales del medio Murashige y Skoog (MS) (1962) para el
establecimiento de los explantes en medio solido. El medio MS se suplement6 con tiamina-
HCI (0,1 mg/L), piridoxina-HCI (0,5 mg/L), acido nicotinico (0,5 mg/L), glicina (2,0 mg/L),
mioinositol (100 mg/L), SM (Supresor Microbiologico, Laboratorios Quimicos Arvi,
Cartago, Costa Rica; 2 ml/L), thidiazurén (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) (0,7 mg/L)
y sacarosa (3% m/v). El pH se ajust6 a 5,8 con KOH. El medio se solidificé con 0,2% (m/v)

ITM

de Phytagel ™ (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Se dispensaron 10 ml de medio en

tubos de cultivo de 25 x 150 mm y por Gltimo se autoclavé por 20 min a 1,5 kg cm?.

En la camara de flujo laminar y en condiciones asépticas, se colocd una microestaca de forma
vertical en el medio de cultivo, con el extremo basal hacia abajo y con el nudo al nivel del
medio. Seguidamente, se cerraron los tubos de cultivo con tapas de plastico y se sellaron con
adhesivo de plastico (pelicula autoadherible Darnel). Inicialmente, se colocaron en oscuridad
a 25°C hasta observar la brotacion. Después se transfirieron a condiciones de luz indirecta, y
al presentar una coloracion verde, se colocaron en condiciones de luz directa con un
fotoperiodo de 12 h (33,88 umol m2s™!) a 25°C (Jiménez et al. 2006). El subcultivo de los

brotes se hizo en intervalos de tres semanas, tal y como lo realizaron Negi y Saxena (2011b).
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4.5. Caracterizacion del color en los brotes in vitro de B. lako

4.5.1. Establecimiento de la escala visual de oscurecimiento

Se evaluaron 36 brotes de B. lako dos veces por semana durante dos meses para establecer
los grados de oscurecimiento mas representativos del proceso en las diferentes etapas de
crecimiento de los tejidos. En primera instancia, se establecio en qué parte del tejido inicid
el oscurecimiento y posteriormente se determinaron cuatro grados de oscurecimiento
tomando en cuenta la coloracion del tejido y la forma en que avanzo en los brotes. Esta escala
de oscurecimiento se basod en el trabajo de Martinez-Torres (2020). Al identificar los grados

de la escala se procedid a documentar el proceso mediante fotografias.

4.5.2. Caracterizacion del color en brotes in vitro de B. lako

La caracterizacion del color de los brotes in vitro de B. lako, ocasionados por oscurecimiento,
se realizo de la siguiente forma. Se tomaron fotografias digitales utilizando una cdmara Nikon
289 modelo D71000 de los brotes in vitro de B. lako correspondientes a cada grado de
oscurecimiento de la escala visual previamente establecida. A continuacidn, en el editor de
fotografias Adobe Photoshop (Version 23.3.2), se elimin6 el fondo y se obtuvieron las
imagenes individuales de los brotes in vitro de B. lako en los diferentes grados de
oscurecimiento. Posteriormente, y debido a que la descripcion del color a través de la
percepcion visual humana del color rojo a verde es variada (Merbs y Nathans, 1992), se
utilizé la herramienta geotests.net disefiada por Jégou (2013). Este es un software de acceso
publico, simple y econdémico que permite obtener los valores RGB hexadecimales de manera
cuantitativa y objetiva de los seis colores principales de cada imagen de los diferentes grados

de oscurecimiento de los brotes in vitro de B. lako.

4.5.3. Observacion del tejido interno de los brotes in vitro de B. lako

Para evaluar el oscurecimiento del tejido interno de los brotes in vitro de B. lako, se
diseccionaron de forma longitudinal y con ayuda de un bisturi, dos brotes por cada grado de
oscurecimiento previamente establecidos en la escala visual. El tejido de los brotes se
inspecciond utilizando un estereoscopio (Olympus SZ2-ILST, Tokio, Japon) y se documentd

a través de fotografias con una cdmara de un celular Redmi Note 10 Pro de 108 MP.
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4.6. Pruebas bioquimicas

4.6.1. Cuantificacion de polifenoles totales (PT) en tejido in vitro de B. lako

Se cuantifico la cantidad de PT en los diferentes grados de oscurecimiento establecidos en la
escala segun el protocolo descrito por Ainsworth y Gillespie (2007). Sin embargo, debido a
la poca disponibilidad de material vegetal, fue necesario evaluar el efecto de reducir la

cantidad inicial de tejido vegetal a utilizar, a continuacion, se describe el protocolo.
a. Extraccion de Polifenoles:

Se trituraron de 6 a 10 brotes con nitrogeno liquido, posteriormente el tejido macerado se
incub6d a una temperatura de -80°C hasta realizar el ensayo. Se experimentd con dos
cantidades de tejido vegetal: 0,25 y 0,50 g colocados en un tubo Eppendorf de 2 ml, al que
seguidamente se le agregd 1,6 y 0,8 ml de metanol al 95% (v/v) a 4 °C, respectivamente, y
dos balines de acero inoxidable. Las muestras se homogenizaron por 1 min a 30 Hz en el
molino mecanico (modelo MM400 de Retsh, Hann, Alemania) y se removieron los balines
de acero inoxidable. Las muestras se extrajeron por 48 h a temperatura ambiente y en
oscuridad, después de transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 13 000 rpm durante 5 min
a temperatura ambiente y con la ayuda de una micropipeta, se recolect6 el sobrenadante en
un tubo Eppendorf de 2 ml. En tubos Eppendorf de 2 mL se prepararon las siguientes

soluciones:

« Muestra de interés: 100 uLL muestra (sobrenadante recolectado previamente) mas 200
uL de Folin-Ciocalteu (FC) al 10% (v/v) en agua.

. Estandar: 100 pL 4cido galico 5 mM diluido en metanol al 95% (v/v) mas 200 pL FC.

« Blanco: 100 pL metanol mas 200 uL FC.

Seguidamente, las soluciones se homogenizaron en un vortex durante 1 min, posteriormente
a cada una se les adicion6 800 uL de carbonato de sodio (Na,CO3) 700 mM y se incubaron

por 2 h a temperatura ambiente.
b. Preparacion de curva estandar de dcido galico y analisis espectrofotométrico

Después de las dos horas de incubacion, se prepard la curva estandar de acido galico con seis

puntos de concentracidon que iban desde 0 hasta 0,086 mg/mL en una placa de 96 pocillos.
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En el cuadro 2 se muestran las concentraciones utilizadas del estandar de 4cido galico (0,456
nmol/uL) y blanco para completar 200 puL por cada pocillo. En el caso de los pocillos que
contenian las muestras en estudio, se utilizaron 200 pL de volumen. Tanto para los puntos
de la curva estandar como para las muestras, se realizaron tres réplicas bioldgicas y tres
repeticiones instrumentales. Por ultimo, se midi6 la absorbancia en un lector
espectrofotométrico de microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA) a una longitud de onda de 765 nm.

Cuadro 2. Curva patrén del acido gélico para la determinacion del contenido de fenoles
totales en las muestras de tejido in vitro de B. lako

Concentracion de Volumen del estandar de acido Volumen de blanco de

acido galico (mg/mL) galico (0,456 nmol/pL) (nL) metanol al 95% (v/v) (uL)

0 0 200
0,017 44 156
0,034 88 112
0,051 132 68
0,068 176 24
0,086 200 0

A partir de la curva se calcul6 la concentracion de acido galico, y se utilizo la siguiente

férmula para calcular la cantidad total de fenoles en las muestras de tejido in vitro de B. lako:

AG -V

PT =
M

- FD

Donde PT es la concentracion de polifenoles totales (mg/g) que se expresan en términos de
miligramos de 4cido galico por gramo de muestra, AG es la concentracion de acido galico
calculada a partir de la curva patréon (mg/mL), V es el volumen de metanol utilizado para la
extraccion (mL), M es la masa de tejido utilizado (g) y FD corresponde al factor de dilucion,

que es este caso fue de 11.

4.6.2. Actividad de la enzima PPO en tejidos in vitro de B. lako
La metodologia empleada para determinar la actividad de la PPO en el tejido in vitro de B.

lako se bas6 en la descrita por Zhang y Shao (2015) y Huang et al. (2002). Tomando en



21

consideracion que para realizar la prueba bioquimica de la PPO en brotes in vitro de B. lako
se tenia previsto recolectar las muestras a medida que se presentaban los grados de
oscurecimiento determinados en la escala y no se podian hacer todas las mediciones
simultdneamente, se estudid si el método de macerado y si el almacenamiento del tejido
vegetal de B. lako a una temperatura de —80°C provocaban cambios en la determinacion de
la actividad enzimatica. El tejido se macer6 utilizando nitrogeno liquido con ayuda de un
mortero y pistilo, o un molino de café. Se almacenaron tres repeticiones biologicas de ambos
métodos de maceracion durante treinta dias, la actividad enzimatica se midi6é en intervalos

de 0, 7, 15 y 30 dias.
a. Extraccion de la enzima PPO en tejidos in vitro de B. lako

Con ayuda de un bisturi previamente desinfectado se seccionaron aproximadamente 6 a 7
brotes in vitro de B. lako en fragmentos pequefios. Posteriormente en un molino de café
durante 5 min se trituro el tejido vegetal, por otro lado, con la ayuda de un pistilo, un mortero
y nitrogeno liquido se macer6 el tejido vegetal. En una balanza analitica se pes6 0,25 g de
tejido (de cada uno de los métodos de molienda) en un tubo Eppendorf de 2 mL, se agregaron
dos balines de acero inoxidable y 1 mL de 0,2 de buffer de fosfato de sodio a pH 6,8,
almacenado a 4 °C. En un molino mecénico (modelo MM400 de Retsh, Hann, Alemania) se
homogenizé durante 1 min a 30 Hz. Con la ayuda de una micropipeta se agregaron 250 uL
del buffer de extraccion con la intencion de lavar los balines de acero y completar el volumen
para la extraccion de la enzima (1,25 mL), en este paso los balines de acero se retiraron del
tubo Eppendorf con un iman y una pinza limpia. Luego se homogeniz6 la muestra en un
vortex por 1 min y se centrifugd a 4°C durante 20 min a 10 000 rpm. Se recolectaron 100 uLL
el sobrenadante y se transfirieron a un tubo Eppendorf nuevo. Las muestras se colocaron en
un bloque frio y una cubeta con hielo para conservar la enzima mientas se realizaba el
analisis.
b. Andalisis espectrofotométrico

Se adicionaron 90 pL de 3,8 mM de 3,4 — Dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania) preparado con el buffer de extraccion; seguidamente se agregaron 10

nL de extracto enzimatico por triplicado en cada pocillo de una microplaca. A continuacion,

se realizo la lectura cada minuto durante una hora en un espectrofotometro Multiskan GO
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(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) a una longitud de onda de 490 nm y a
25°C. Los resultados se expresaron como unidades de actividad enzimética, donde una
unidad de actividad enzimaética se define como la cantidad de enzima que causa una unidad
de cambio en la absorbancia por minuto, la férmula aplicada se bas6 en la reportada por Zhu

et al. (2020) que se describe de la siguiente manera:

(50)- v

Ve -m - 0,001 -t

AE =

Donde, AE es la actividad enzimadtica, reportada en U/min-g, AAbs/At representa la
pendiente de la curva, V# corresponde al volumen total de la extraccion (mL), Ve el volumen
del extracto enzimatico (mL), m la masa de tejido empleado (g), 0,001 es definido como el
cambio de transformacion de sustrato por minuto y ¢ corresponde al tiempo en minutos de

lectura de actividad enzimatica.

4.6.3. Contenido de MDA en tejido in vitro de B. lako

La metodologia empleada para realizar la cuantificaciéon de MDA se basé en la descrita por
Balen et al. (2009). Al igual que para el contenido total de fenoles, se optimiz6 el protocolo
con el objetivo de evaluar si habia un efecto al disminuir la masa inicial vegetal. A

continuacion, se detalla el protocolo seguido.
a. Extraccion de MDA

Se liofilizaron de dos a tres brotes in vitro de B. lako y se colocaron a - 40°C hasta ser
procesados. Se experimentd con dos cantidades iniciales de tejido vegetal, 30 y 60 mg de
muestra liofilizada, las cuales se agregaron en un tubo de Eppendorf de 2 mL. Se realizaron
tres réplicas bioldgicas y tres repeticiones instrumentales por cada muestra. Seguidamente se
maceraron con la ayuda de dos balines de acero inoxidable por 1 min a 30 Hz en el molino
mecanico (modelo MM400 de Retsh, Hann, Alemania) y se retiraron los balines de acero. Se
agregd 800y 1600 pL de la solucion de 0,25% (m/v) de acido 2-tiobarbitirico (TBA) en 10%
(m/v) de 4&cido tricloroacético (TCA), respectivamente. De forma inmediata, se
homogenizaron por inversion y se calentaron durante 30 min en un bafio Maria a 95°C dentro
de la capilla de extraccion. Para finalizar, las muestras se enfriaron durante 5 min en una

cubeta con hielo para después centrifugarlas a 10 000 rpm por 10 min.
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b. Andalisis espectrofotométrico

Se prepard una placa de 96 pocillos, se agreg6 200 pL del blanco y cada muestra por
triplicado en los pocillos de la placa. Se procedid a realizar la lectura de absorbancia en un
lector espectrofotométrico de microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) con absorbancias de 532 nm y 600 nm para corregir turbidez
inespecifica. El contenido de lipidos peroxidados se expresdé como el total de especies
reactivas de TBA (TBARS, por sus siglas en inglés), principalmente MDA, por gramo de

masa de muestra seca usando el coeficiente de extincion de 155 mM-cm™.

Para determinar la concentracion de MDA se utilizo la ecuacion de la Ley de Lambert-Beer,

y se despejo para “c” de la siguiente manera:

Ab
€-b

C =

En donde ¢ es la concentracion de MDA en la muestra (mM), Ab es la absorbancia corregida
(Abs32— Abgoo) (nm), € es el coeficiente de extincion molar que equivale a 155 mM-cm™ y b

es la longitud de la cubeta que es de 0,8 cm.
Posteriormente se convirtid la concentracion obtenida de MDA, donde ¢ corresponde a
mmol/L del célculo anterior, a términos de mmol de la siguiente manera:

1L
1000 mL

mmol = c - -0,2mL
Una vez obtenida la concentracion de MDA en mmol, se procedio a dividirla entre la masa
en gramos de tejido utilizado para expresar la concentracion de MDA en mmol/g. En este

ensayo se realizaron tres réplicas biologicas y tres repeticiones instrumentales.

4.7. Histologia
El proceso de histologia vegetal en los brotes in vitro de B. lako se baso en el protocolo
descrito por Benavides-Acevedo y Torres-Segura (2022). A continuacion, se detalla la

metodologia empleada.
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La caracterizacion histologica de los brotes in vitro de B. lako se realizd en las zonas distal,
medial y basal de los brotes in vitro en cada grado de oscurecimiento, segin la escala

desarrollada (Figura 3).

Distal

Medial

Basal

Figura 3. Zona distal, medial y basal de los brotes in vitro de B. lako para el analisis
histoldgico, la localizacion de polifenoles y la enzima peroxidasa. Barra equivalente a 1 cm.

4.7.1. Fijacion del tejido vegetal

El tejido vegetal se cort6 en secciones de aproximadamente 2 cmy 0,5 cm (para luego realizar
cortes longitudinales y transversales respectivamente), se colocaron en un cassette de
procesamiento histoldgico y se fijaron en una solucion de F.A.A. (10% formaldehido, 5% de
acido acético glacial y 85% de etanol al 70% v/v) por alrededor de 24 h a temperatura

ambiente.

4.7.2. Procesamiento del tejido vegetal

Las muestras se deshidrataron en una serie de grados de etanol de la siguiente forma: etanol
70% y etanol de 80% por 5 min, posteriormente se sumergieron en soluciones de etanol de
90%, etanol de 95%, etanol de 100% y nuevamente etanol de 100%, por 10 min.
Seguidamente, las muestras se colocaron en una solucién 1:1 de etanol y xilol por 10 min, a
continuacion, se sumergieron en xilol por 10 min y nuevamente se sumergieron en xilol por
10 min. Cada una de las soluciones se calentaron en el microondas por 2 min hasta alcanzar

una temperatura entre 50-60 °C. Posteriormente, se colocaron en una solucion 1:1 de xilol y
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parafina por 20 min dentro de una estufa a 60°C; y finalmente se realizaron dos inmersiones
seguidas en una solucion de parafina (Paraplast®, Leica) a 60°C dentro de una estufa durante

40 min.

4.7.3. Inclusion de tejidos vegetales en parafina

Las muestras se colocaron en un recipiente que contenia parafina de inclusion (Paraplast®,
Leica) y este a su vez se coloco en una plantilla para evitar que la parafina de inclusion se
solidificara. Cada cassette de procesamiento se tom6 con la punta de una pinza previamente
calentada. Las muestras se transfirieron y se colocaron en la posicion espacial correcta, para
obtener cortes transversales y longitudinales en un molde metalico previamente calentado y
prellenado con parafina (Paraplast®, Leica). Seguidamente se calentd la superficie del
cassette de procesamiento y se colocd sobre el molde metalico, y se rellend con parafina.
Posteriormente se almacenaron en el refrigerador por alrededor de 10 min. Finalmente, se

separ¢ el bloque de parafina con la muestra del molde metalico.

4.7.4. Corte de tejidos vegetales y colocacion en portaobjetos

Los bloques de parafina se montaron (colocados en una cubeta con hielo para mantenerlos
frios) en un microtromo de rotacion (American Optical 820, Buffalo, USA). Los bloques de
parafina en primera instancia se desbastaron con cortes de 60 pm, hasta ver la estructura de
estudio. Seguidamente, se cambi6 de cuchilla y se ajusto el micrétromo a entre 8-12 um para
realizar los cortes. Los cortes se colocaron en un bafio de flotacion en agua (27-28°C), para
expandir las laminas de parafina. A continuacidon, se colocaron en portaobjetos y se
acomodaron en una canastilla metalica. Por ultimo, la canastilla metalica se incubd en una

estufa entre 45-60°C durante 60 min.

4.7.5. Tincion de tejidos vegetales

4.7.5.1. Tincion con acido peryodico de Schiff (PAS)
Los portaobjetos se desparafinaron colocandolos durante 2 min en soluciones de xilol, xilol,
etanol (100%), etanol (100%), etanol (95%), etanol (70%) y se colocaron en una cubeta con

agua por alrededor de 15 segundos. A continuacidn, se colocaron durante 15 min en acido
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peryodico al 1% m/v. Transcurrido este tiempo, se realizaron tres enjuagues con agua
destilada. Con la ayuda de un gotero se cubrieron los portaobjetos con reactivo de Schiff y
se dejaron reposar por 15 min; posteriormente se lavaron con agua corriente calentada a 45°C.
Seguidamente los portaobjetos se sumergieron en azul de Coomassie por 30 min. Después
de este tiempo se lavaron con agua y se deshidrataron y aclararon sumergiendo la canastilla
de metal por 2 min en soluciones de etanol (95%), etanol (100%), etanol (100%), xilol y
nuevamente en xilol. A continuacion, la canastilla se mantuvo sumergida en xilol y, con la
ayuda de una pinza, se tomd cada portaobjeto a los cuales se les situd un cubreobjetos con
medio de montaje (Permount®). La tincion de PAS es utilizada para tefiir polisacaridos
simples y complejos, tales como la celulosa en la pared celular y reservas energéticas como

granulos de almidon (Chu 1963; Yu et al. 2021).

4.7.5.2. Localizacion de polifenoles
Se realizaron dos pruebas para determinar la localizacion de polifenoles, las cuales se detallan

a continuacion:
a. Test Hoepfner-Vorsatz (Reeve 1951):

La prueba se realiz6 en las zonas distal, medial y basal de los brotes en los diferentes grados
de oscurecimiento, previamente procesados. El protocolo utilizado se detalla a continuacion:
las muestras se desparafinaron en dos cambios por 2 min en una solucion de xilol,
posteriormente las muestras se hidrataron en alcoholes de concentracion decreciente por 2
min, a continuacién, en cada uno de los portaobjetos se colocaron gotas de una solucion
compuesta por: 10% de nitrito de sodio, 10% de acido acético y 20% de urea. Después de 3

min, se colocaron gotas de una solucién 2 N de NaOH por 3 min.

b. Test con azul de toloudina:

La prueba se realizé en las zonas distal, medial y basal de los brotes en los diferentes grados
de oscurecimiento, previamente procesados. El protocolo empleado se describe de la

siguiente manera: los portaobjetos con las muestras se colocaron en una solucién de
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hipoclorito de sodio al 13% (v/v) durante 5 min y posteriormente en azul de toloudina 0,05%

(diluido en agua) por 10 min (Elwers ef al. 2010).

A continuacién, en ambas metodologias, los portaobjetos con el tejido se deshidrataron por
2 min en alcoholes de concentracion creciente, seguidamente se aclararon en dos cambios
por 2 min en xilol y por tltimo se realizé el montaje del cubreobjeto. Ademads, en las dos

pruebas se utilizé frijol de variedad brunca como control positivo.

4.7.5.3. Localizacion de peroxido de hidréogeno (H202)

La prueba se realiz6 en las zonas distal, medial y basal de los brotes en los diferentes grados
de oscurecimiento, previamente procesada para localizar la presencia de H,O», se realizo la
prueba de 3,3'-diaminobencidina (DAB) (Melvin ef al. 2017) con algunas modificaciones
que a continuacion se describen: los portaobjetos con las muestras se incubaron en la estufa
a 60°C por 20 min, seguidamente se desparafinaron en dos cambios consecutivos de 2 min
en xilol, posteriormente se hidrataron en alcoholes de concentracion creciente por 2 min. Las
muestras se incubaron en oscuridad por 1 hora en DAB (preparado con 1,5 mL de sustrato
DAB y con dos gotas del cromogeno DAB), posteriormente se sumergieron en agua por
alrededor de 10 segundos, después se realiz6 una contratincion con eosina al 0,1% por 3 min.
Seguidamente las muestras se deshidrataron en alcoholes de concentracion creciente por 2
min. A continuacion, se aclararon en dos cambios consecutivos de 2 min en xilol y por tltimo
se procedié a realizar el montaje del cubreobjeto. Para esta prueba se utilizd6 como control

positivo la raiz de rabano.

4.7.5.4. Analisis de las muestras fijadas

Se procedi6 a observar las laminas fijas con un microscopio invertido (Zeiss, AxioVert Al)
con el fin de determinar si existen diferencias en las estructuras celulares en los distintos
grados de oscurecimiento. Durante la observacion de las ldminas se tomaron fotografias de
las imagenes mas representativas con la ayuda de una camara Olympus y el software

CellSens.
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4.8. Efecto del SNP en tejidos in vitro de B. lako

Se evalud el efecto de diferentes concentraciones de SNP sobre el desarrollo y
oscurecimiento de los brotes in vitro de B. lako. El establecimiento in vitro de las
microestacas de B. lako se realiz6 segun el protocolo de desinfeccion y en el medio de cultivo
solido descritos anteriormente, suplementados con SNP (Sigma-Aldrich, Ateinheim,
Alemania) a concentraciones de 0,5, 1,5 y 3 mM (Yang et al. 2010) y en presencia de un
testigo. E1 SNP se adicion6 al medio de cultivo por filtracion (con filtros de jeringa de acetato
de celulosa con un tamafio de poro de 0,2 um) en la camara de flujo laminar y se agit6 en un
vortex, luego del autoclavado. Se dispensaron 10 mL de medio de cultivo en tubos de cultivo
de 25 x 150 mm. Se evalu6 en cada tratamiento, el porcentaje de brotacion, nimero de brotes,
longitud del brote méas largo y el grado de oscurecimiento segun la escala establecida. Las
evaluaciones se realizaron en dos momentos de cada semana desde la tercera hasta la séptima

semana de cultivo in vitro.

4.9. Disefio experimental y analisis estadistico

La optimizacion de las pruebas bioquimicas, asi como para el analisis de los brotes en los
distintos grados de oscurecimiento, se utilizaron tres réplicas biologicas y tres repeticiones
instrumentales. Los datos de las pruebas de PT y MDA no cumplieron con los supuestos de
normalidad, por lo que se les aplicé una prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis. En cuanto
a las pruebas de los métodos de maceracion y almacenamiento de la actividad de la PPO. Los
resultados mostraron tener una distribucion normal, por lo que se les realizé una separacion

de medias mediante una prueba de Tukey.

Los datos de las pruebas bioquimicas en los brotes in vitro de B. lako en los distintos grados
de oscurecimiento para las pruebas de PPO y MDA, no cumplieron con los supuestos de
normalidad, por lo que se les aplico una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En
cambio, los datos de los PT presentaron una distribucién normal, por tanto, se realiz6é una
separacion de medias mediante una prueba de Tukey. Para determinar si la cantidad de
polifenoles tenia un efecto en la actividad de la PPO en los brotes in vitro de B. lako en los
diferentes grados de oscurecimiento se realizé una correlacion de Pearson a una confiabilidad

del 95%.
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En cuanto al experimento de SNP se evaluaron tres tratamientos de SNP (0,5, 1,5 y 3 mM)
en presencia de un testigo. Para los datos de brotacion y nimero de brotes se realiz6 una tabla
de contingencia y se aplico un Chi cuadrado de Pearson. Por otro lado, la longitud de brotes
cumplid con los supuestos de normalidad, por lo que se realizé una separacion de medias
mediante una prueba de Tukey. Para el analisis del efecto de los tratamientos de SNP sobre
el oscurecimiento, se realizd una tabla de contingencia y se aplicé una prueba de Chi
cuadrado de Pearson. Para las variables de crecimiento y desarrollo la unidad experimental
fue de un explante. Para evaluar el efecto del SNP se utiliz6 la escala de oscurecimiento
previamente establecida y para el control se utilizaron 36 réplicas biologicas; en cuanto al
tratamiento 0,5 mM se emplearon 43; para el caso del tratamiento 1,5 mM se usaron 34 y
para el tratamiento con 3,0 mM se evaluaron 31 réplicas biologicas. Los graficos se
elaboraron utilizando el software de Excel de Microsoft Office 365 y se utiliz6 el programa
informatico R (R Core Team 2020) para realizar el andlisis estadistico a todas las pruebas

anteriormente mencionadas.
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5. RESULTADOS

5.1.1. Descripcion del oscurecimiento en brotes in vitro de B. lako

Se evaluo el oscurecimiento en los brotes in vitro de B. lako durante siete semanas. A las
cuatro semanas de cultivo in vitro el oscurecimiento de los brotes comenzo6 a ser evidente y
su manifestacion crecid de manera exponencial en las siguientes semanas. Para la semana

siete se reporta el 87% de oscurecimiento total en los brotes (Figura 4).
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Figura 4. Comportamiento del oscurecimiento de los brotes de B. lako durante siete semanas
de cultivo desde su establecimiento en condiciones in vitro en medio de cultivo MS. Después
de dos semanas de introduccion in vitro se colocaron en condiciones de luz indirecta y a la
cuarta semana se colocaron en condiciones de luz directa. Se evaluaron 36 brotes.

Se identifico, de manera visual, que el oscurecimiento se origina en la base del brote y avanza
hacia la zona apical del mismo. Inicialmente, se observo clorosis en el brote y en la punta de
las hojas; posteriormente el brote se va tornando oscuro hasta cubrir su totalidad. Con el fin
de describir los cambios bioquimicos y anatomicos provocados por el oscurecimiento en los
brotes in vitro de B. lako, se establecid una escala visual con cuatro grados de oscurecimiento
y, debido a la heterogeneidad del color en los brotes, se determind una guia de los seis colores
principales (Figura 5). A continuacion, se detallan los cambios de coloracion de los brotes in

vitro de B. lako en los diferentes grados de oscurecimiento:

Grado 1: Los brotes presentaron coloraciones verdes en el tallo y hojas (Figura 5a), el
principal tono verde fue aquel con los valores R = 64; G =137; B = 0. Asimismo, se observo
una coloracion café en la base del profilo, justo en la unidn con el explante inicial, con valores

R =142; G=96; B = 35 (Figura 5a).
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Grado 2: Los brotes presentaron una apariencia clordtica acentuada principalmente en la
region de los nudos. En la punta de la hoja se observaron espectros de color amarillo, verde
y café y en el profilo de la base del brote se observo una coloracion café. La coloracion
amarilla mas pronunciada, segtn la guia de colores, corresponde a los componentes R = 142;

G =155; B =8y el color café¢ pertenece a los valores R = 146; G = 104; B = 50 (Figura 5b).

Grado 3: Los profilos que envuelven los nudos presentaron un espectro de coloracion cafg,
el mas intenso presentaba valores R = 137; G =92; B =47 y el menos intenso R =179; G =
156; B = 90. En cuanto a la hoja, se observaron coloraciones amarillas, siendo la mas
pronunciada la del codigo decimal R = 177; G = 171; B = 74, y verdes menos intensos en
comparacion a los brotes del grado 1. En la punta de ésta, se observé el color café mas intenso

(Figura 5c¢).

Grado 4: Los brotes presentaron colores café de diferentes tonalidades, desde tenues hasta
mas oscuros. El color café mas oscuro fue mas evidente en la zona de union con el explante
madre, el area de los nudos, la zona distal del brote y las hojas. El espectro café¢ mas intenso
corresponde al codigo decimal R = 112; G =46; B = 16. En este grado los brotes no presentan
ninguna coloracion verde (Figura 5d).

b.
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Figura 5. Escala de oscurecimiento de los brotes in vitro de B. lako y sus principales colores
representados en cddigos decimales RGB. a. Grado 1; b. Grado 2; ¢. Grado 3; d. Grado 4.
Barra equivalente a 1 cm. Los valores entre paréntesis representan el codigo RGB (R, G, B).

Al diseccionar longitudinalmente la base de los brotes, en cada grado de oscurecimiento, se
observd que a nivel interno los brotes del grado 1 no presentaron oscurecimiento (Figura 6a).

En el grado 2 los brotes se observan oscurecidos en la base; asi como, en cada nudo (Figura
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6b). En el caso de los grados 3 y 4, el tejido interno tiene una apariencia oscurecida, en mayor

medida en el grado 4, que igualmente se acentua en la region del nudo (Figura 6¢ y d).

0,75 cm

0,5 cm

L

Figura 6. Detalle de la apariencia interna de la base de los brotes in vitro de B. lako en los
cuatro grados de oscurecimiento. a. grado 1, b. grado 2, c. grado 3 y d. grado 4. La imagen
mostrada a la izquierda muestra la zona del brote que fue disectado. A la derecha se presenta
el brote diseccionado. Barra de los brotes sin diseccionar equivalente a 0,5 cm y
diseccionados equivalentes a 1,5 cm (ampliados a 3x) y 0,75 cm (ampliados a 1,5x).

Como se indicd anteriormente, durante las primeras tres semanas de cultivo, los brotes se
mantuvieron en el grado 1. A la cuarta semana, el oscurecimiento se hizo evidente en los
brotes in vitro, por lo que en este lapso se observaron brotes verdes (grado 1) y brotes con
inicios de oscurecimiento (grado 2). Sin embargo, en la semana cinco fue posible observar
brotes en los cuatro grados de la escala, por lo que el oscurecimiento en la poblacion de brotes
in vitro de B. lako fue més evidente, para esta semana se reporta el 41,67% de los brotes
completamente oscuros, es decir en grado 4. El nimero de brotes en este grado fue
exponencial hasta la semana siete, ya que el porcentaje de los brotes introducidos en grado 4
era del 83,3%. Asimismo, en esta semana no se observaron brotes en grado 1, pero si en los

grados de oscurecimiento restantes (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de brotes in vitro de B. lako en los diferentes grados de oscurecimiento
durante siete semanas de cultivo in vitro.

5.2. Optimizacion de pruebas bioquimicas en brotes in vitro de B. lako

5.2.1. Efecto de la reduccion de la masa inicial sobre el contenido de PT en el tejido in
vitro de B. lako

Debido a que el oscurecimiento en los tejidos in vitro de B. lako se produjo en diferentes
momentos a lo largo del tiempo, la disponibilidad de material vegetal fue una limitante para
realizar las mediciones. Por lo tanto, se optimizé el método con la finalidad de reducir la
masa inicial del material vegetal de 0,50 g a 0,25 g y proporcionalmente con el volumen de
metanol (1,6 mL a 0,8 mL), y que esto era metodoldgicamente factible. Como era de esperar,
se encontrd que al reducir la masa inicial de tejido vegetal, se obtiene la misma concentracion
de PT (p = 0,20) (Cuadro 3). Por tanto, se logré reducir la masa inicial y se continud

utilizando 0,25 g para realizar la cuantificacion de PT en los tejidos in vitro de B. lako.
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Cuadro 3. Concentracion total de fenoles, con respecto al material vegetal inicial utilizado,

en los brotes in vitro de B. lako

(mg/g PF) *
0,25 2,19+£0,29%
0,50 2,30+0,12%

*Promedio + error estandar. Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con una prueba no paramétrica Kruskal-Wallis (n = 3). PF: peso
fresco.

5.2.2. Efecto del almacenamiento a -80°C y del método de macerado del tejido sobre la
actividad enzimatica de la PPO en los brotes in vitro de B. lako

Debido a la dificultad para macerar los brotes in vitro de B. lako frescos, se evaluaron dos
métodos de maceracion y almacenamiento en el tiempo, para determinar si se producia un

efecto sobre la determinacion de la actividad de la PPO.

La actividad de la PPO en el tejido in vitro de B. lako no se vio afectada por la maceracion
con mortero y nitréogeno liquido, y el almacenamiento de 0 a 30 dias a -80°C (p = 0,49)
(Figura 8). Sin embargo, el tejido macerado con molino de café si presentd diferencias
significativas (p=0,01) en la actividad de la enzima el dia 15 de almacenamiento, en
comparacion con los dias 0, 7y 30 (Figura 8). Por lo tanto, en pruebas posteriores se continuo
macerando el tejido in vitro de B. lako con nitrégeno liquido y el tejido se almaceno a -

80°C mientras se recolectaron todos los grados de oscurecimiento hasta el analisis.
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Figura 8. Efecto del método de maceracion, y del almacenamiento a una temperatura de
-80°C sobre la actividad de la PPO en los brotes in vitro de B. lako. Letras iguales indican
que no hay diferencias estadisticamente significativas, segiin una prueba de separacion de
medias de Tukey. Barras indican el error estandar (n=3). NL: Con mortero y nitrogeno
liquido; MC: Con molino de café y sin nitrogeno liquido. Las barras indican el error estandar.

5.2.3. Efecto de la reduccion de la masa inicial sobre la cantidad del MDA en los brotes
in vitro de B. lako

Al igual que en la prueba del contenido de PT, con el fin de disminuir la cantidad de tejido a
utilizar con respecto a lo indicado por Balen et al. (2009), se realizd una prueba para
determinar si era posible disminuir la cantidad de masa inicial al evaluar el contenido de
MDA en brotes in vitro de B. lako. Se encontrd que al comparar la cantidad de material
vegetal (30,0 y 60,0 mg) empleada, con respecto a la concentracion de MDA, existen
diferencias significativas (p = 0,0013) (Cuadro 4). Por lo anterior, no fue posible disminuir
la masa inicial para la prueba dado que provoca un efecto en la cuantificacion de MDA en

los brotes in vitro de B. lako.
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Cuadro 4. Concentracion de MDA con respecto al material vegetal inicial utilizado, en los
brotes in vitro de B. lako

Concentracion de MDA

Material vegetal (mg) (mmol/g PS) *
60.0 0,015 = 0,004
30,0 0,019+ 0,004 2

*Promedio + error estandar. Letras diferentes dentro de una misma columna difieren entre si
de acuerdo con una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (n = 3). PS: Peso seco.

5.3. Determinacion del contenido de PT, actividad enzimatica de PPO y MDA en los
brotes in vitro de B. lako segun la escala de oscurecimiento.

La concentracion de PT, en términos de equivalentes de &cido galico, aumento
significativamente conforme avanza el grado de oscurecimiento de los brotes in vitro de B.
lako (p = 5,3x10™) (Figura 9a). Al evaluar la actividad enzimética de la PPO en los brotes in
vitro de B. lako, se encontr6 que el grado 4 de oscurecimiento presenta una actividad
enzimatica mayor, con respecto al grado 1 (p = 0,037) (Figura 9b). En cuanto a la
peroxidacion lipidica de los brotes in vitro de B. lako, mediante la cuantificacion de MDA,
se encontrd que los grados 3 y 4 de oscurecimiento obtuvieron los valores mas altos de

peroxidacién lipidica, seguido del grado 2 y finalmente el grado 1 (p =2,1x107'%) (Figura 9c).
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Figura 9. a. Concentracion de fenoles totales (PT) en términos de equivalentes de acido
galico, b. actividad enzimadtica de la PPO y c. concentraciéon de MDA, segun los diferentes
grados de oscurecimiento de los brotes in vitro de B. lako. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas, segin una prueba de Tukey (PT) o Kruskall-
Wallis (PPO y MDA) (n=3). Las barras indican error estandar.
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Al realizar la correlacion de Pearson entre los grados de oscurecimiento de los brotes in vitro
de B. lako se encontrd un coeficiente de correlacion positivo de r = 0,49 por lo que, los valores
de la actividad de la PPO muestran una tendencia a incrementar a medida aumenta la cantidad

total de fenoles (Figura 10).

Actividad de la PPO (U/min.g)

24 26 28 30

Concentraciéon de fenoles totales (mg/g)

Figura 10. Diagrama de dispersion de la correlacion de Pearson entre la actividad de la PPO
U/min.g) y la concentracion de fenoles totales (mg/g) de los grados de oscurecimientos de
los brotes in vitro de B. lako.

5.4. Cambios anatomicos en el tejido in vitro de B. lako en respuesta al oscurecimiento

La caracterizacion histoldgica mediante la tincion de PAS de las partes distal y medial del
grado 1 mostro la presencia de polisacaridos, en este caso reservas energéticas como granulos
de almidodn en las células del parénquima (Figura 11a, b, d, e, g y h). No obstante, en la zona
basal del brote no se observo la presencia de granulos de almidon (Figura 11c¢, fy j). Por otro
lado, las tres zonas presentaron tejido vascular distintivos de un tallo de una monocotiledonea
y dispersos en el parénquima con sefiales de diferenciacion (Figura 11c-i). De igual manera
se observo diferenciacion en zonas adyacentes a los haces vasculares (Figura 11d-f). La doble
tincion con azul de Coomassie reveld la presencia de proteina en la epidermis, en el
parénquima y haces vasculares de las partes distal y medial de tejido; sin embargo, se observa
una tincion mas marcada en la zona distal del brote en comparaciéon con la zona medial

(Figura 11a,b,d, e, gy h).
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GRADO 1

Distal Medial

Figura 11. Histologia de PAS en secciones transversales de brotes in vitro de B. lako en grado
1. a. d. g. Zona distal de los brotes. b. e. h. Zona medial de los brotes. c. f. i. Zona basal de
los brotes. a. b. d. e. f. g. h. i. escala de barra equivalente a 20 um; c. escala de barra
equivalente a 50 um. ep: epidermis; prt: proteina; ps: polisacaridos, en este caso granulos de
almidon; pq: parénquima; ev: elementos de los vasos; hv: haces vasculares; nu: nucleo; x:
xilema; fl: floema. Coloracion azul indica la presencia de proteina y fucsia la presencia de
carbohidratos.
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A diferencia del grado 1, en el grado 2 la tincién de PAS revel6 la ausencia de granulos de
almidon en las tres zonas de los brotes (Figura 12a-f). Ademas, se observd menor tincion de
proteina, con respecto al grado 1, en la zona distal del tejido (Figura 12a, d y g). En el caso
de la parte distal del tejido, las células del parénquima presentaron una distribucion y
engrosamiento desigual con respecto a las otras dos areas del tejido (Figura 12a-c). Se

observaron haces vasculares diferenciados a lo largo de los brotes en el grado 2 (Figura 12).

GRADO 2

Distal Medial

Figura 12. Histologia de PAS en secciones transversales de brotes in vitro de B. lako en grado
2. a. d. g. Zona distal de los brotes. b. e. h. Zona medial de los brotes. c. f. i. Zona basal de
los brotes. a. ¢. g. h. i. escala de barra equivalente a 20 um; b. d. e. f. escala de barra
equivalente a 50 um. ep: epidermis; prt: proteina; pq: parénquima; hv: haces vasculares; x:
xilema; fl: floema. Coloracion azul indica la presencia de proteina y fucsia la presencia de
carbohidratos.
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Por otro lado, el tejido del grado 3 presentd algunas caracteristicas similares con el grado 2.
En las tres zonas del brote se observé ausencia de granulos de almidon (Figura 13 a, by ).
En la zona distal del tejido se encontrd proteina en las células del parénquima, en la epidermis
y en los haces vasculares (Figura 13ay g); sin embargo, en las otras dos zonas no se encontr6
proteina. Se observaron células del parénquima mas compactas en el tejido de la parte distal
y basal, respecto a la parte medial (Figura 13a-c). Por otro lado, se puede apreciar una
distribucion de haces vasculares caracteristica a la de un tallo de una monocotiledénea
(Figura 13d-f).

GRADO 3

Figura 13. Histologia de PAS en secciones transversales de brotes in vitro de B. lako en grado
3. a. d. g. Zona distal de los brotes. b. e. h. Zona medial de los brotes. a. b. c. g. h. 1. escala
de barra equivalente a 20 um; d. f. escala de barra equivalente a 50 pm. e. escala de barra
equivalente a 100 um. ep: epidermis; prt: proteina; pq: parénquima; hv: haces vasculares; x:
xilema; fl: floema. Coloracion azul indica la presencia de proteina y fucsia la presencia de
carbohidratos.



42

Al igual que en el grado 2 y grado 3 la tincidon de PAS en las zonas evaluadas de los brotes
en grado 4 revel6 ausencia de granulos de almidén. Las células del parénquima de la base
del brote no presentaban una apariencia compacta respecto al area distal del brote (Figura
14a y c¢). La doble tincidon con azul de Coomassie mostrd la presencia de proteina en las
células del parénquima, epidermis y haces vasculares del area distal del brote (Figura 14a'y

g); sin embargo, en las otras zonas no se encontré proteina.

GRADO 4
Medial

Figura 14. Histologia de PAS en secciones transversales de brotes in vitro de B. lako en grado
4. a. d. g. Zona distal de los brotes. b. e. h. Zona medial de los brotes. a. b. c. g. h. i. escala
de barra equivalente a 20 um; d. escala de barra equivalente a 100 um. e. f. escala de barra
equivalente a 50 pm. e. escala de barra equivalente a 100 um. ep: epidermis; prt: proteina;
pq: parénquima; ev: elementos de los vasos; hv: haces vasculares; x: metaxilema; fl: floema.
Coloracion azul indica la presencia de proteina y fucsia la presencia de carbohidratos.
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5.5. Localizacion de polifenoles y H20: en los brotes in vitro de B. lako

Con el fin de localizar los polifenoles en los brotes in vitro de B. lako se realizo la prueba de
Hoeptner-Vorsatz en los cortes del tejido de la zona distal, medial y basal de los distintos
grados de oscurecimiento; sin embargo, en la mayoria de las muestras el material vegetal se
barri6 de los portaobjetos al momento de realizar el aclarado con xilol. A pesar de lo anterior,
se logro identificar polifenoles en la zona distal del tejido del grado 2 y en el area basal del
grado 3. Se observd que los polifenoles se localizaron en las estructuras de los haces
vasculares (Figura 15a y b), los mismos se muestran como una coloracion café naranja. En
este caso se utilizd como control positivo semilla de frijol de la variedad Brunca. Los

compuestos polifendlicos se presentaron en la testa y parte del cotiledon (Figura 15¢).

Figura 15. Localizacion de polifenoles, con la prueba de Hoepfner-Vorsatz en los, a. haces
vasculares de la zona distal del brote en grado 2 y b. area basal del brote en grado 3, del tejido
de B. lako. c. Compuestos polifenolicos presentes en el control positivo (frijol - Brunca); x:
xilema; fl: floema; cp; compuesto fendlicos; tst: testa; ctl: cotiledon. Coloracion café indica
presencia de polifenoles. Barras equivalentes a 20 um.

Al utilizar el método con azul de toloudina al 0,5% diluido en agua destilada y previamente
incubadas en hipoclorito de sodio, probablemente se localizaron polifenoles en los haces
vasculares del area basal del brote en el grado 1, grado 2, grado 3 y en la zona distal del grado
4 los cuales se muestran como una coloracion azul més clara. En todos los grados, la
presencia de estos metabolitos se observo en el xilema, floema y fibras, ademas, en los grados
2 y 4 se ubicaron también depositados dentro del floema. El grado 4 present6 una coloracién

menos intensa respecto a los otros grados (Figura 16a-c).
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Figura 16. Localizacion de polifenoles, con la tincion de azul de toluidina, en los haces
vasculares del tejido in vitro de B. lako. a. Grado 1, zona basal del brote; b. Grado 2, zona
basal del brote; c. Grado 3, zona basal del brote y d. Grado 4, zona distal del brote. x: xilema;
cp; compuestos fenolicos; fl: floema; fb; fibras; pxl: protoxilema. Azul claro muestra la
presencia de polifenoles. Cortes transversales de 12-15 um, barras equivalentes a 20 um.

Al localizar tanto el H2O; en el tejido de B. lako utilizando DAB y una tincion de contraste
con Eosina, se identificé de manera tenue una coloracidon cobriza caracteristica del DAB en
los haces vasculares del tejido basal del grado 1 (Figura 17a), del grado 2 (Figura 17b y c),
grado 3 (Figura 17d) y grado 4 (Figura 17¢) y en la zona distal (Figura 17f) del grado 4. Para

esta prueba se utilizé como control muestras de raices de rabano (Figura 18).
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Figura 17. Localizacion de perdxido de hidrogeno con DAB en los haces y tejidos vasculares
de los brotes in vitro de B. lako. a. Zona basal de brote en grado 1; b. y c. Zona basal de brote
en grado 2; d. Zona basal de brote en grado 3; e. y f. Zona basal y zona distal de brote en
grado 4, respectivamente. Barras equivalentes a 20 um. Color cobrizo indica localizacion de
la enzima peroxidasa en el tejido. H>O»: perdxido de hidrégeno; m: xilema; fl: floema; tjv:
tejido vascular.

Figura 18. Raiz de rabano, utilizado como control positivo en la prueba de DAB en brotes in
vitro de B. lako. Barra equivalente a 50 um. Localizacion de peroxido de hidrogeno indicada
en color café: H>Ox: perdxido de hidrogeno.
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5.6. Efecto del SNP en brotes in vitro de B. lako

No se observo efecto de la concentracion de SNP sobre el porcentaje de brotacion (p = 0,27)
(Figura 19a), el nimero de brotes (p = 0,65) (Figura 19b), ni en la longitud del brote de mayor
tamaio (p = 0,54) (Figura 19c).
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Figura 19. a. Efecto de los diferentes tratamientos de SNP sobre a. la brotacion in vitro de B.
lako, segin una prueba de Chi cuadrado de Pearson; b. el promedio de brotes por yema, segiin
una prueba de Chi cuadrado de Pearson y c. la longitud del brote mas largo luego de dos
semanas de cultivo in vitro de B. lako desde su establecimiento, segin una prueba de Tukey.
n=36 (0 mM), n=43 (0,5 mM), n=34 (1,5mM) y n= 31 (3,0 mM).



47

El oscurecimiento avanz6 de manera progresiva, esto se evidencié con la reducciéon de los
brotes de B. lako en todos los tratamientos de SNP y el testigo (Figura 20). Los brotes in
vitro de B. lako cultivados en el control evidenciaron oscurecimiento a partir de la tercera
semana respecto a los otros tratamientos (Figura 20a), sin embargo, no se reportan diferencias
estadisticas (p = 0,32), por otro en el tratamiento con 0,5 mM de SNP en la semana cinco
presentd una menor cantidad de brotes oscurecidos en comparacion a los demas tratamientos
y el control (Figura 20b), se reportan diferencias estadisticas (p = 0,0076). En cuanto, al
experimento de 1,5 mM de SNP los brotes evidenciaron oscurecimiento a partir de la cuarta
semana y en la semana siete el 80% de los brotes presentaban oscurecimiento en grado cuatro
(Figura 20c) y por ultimo, los brotes en el tratamiento con 3 mM de SNP al igual que el
control presentaron oscurecimiento en la tercera semana de cultivo y avanz6é de manera
exponencial hasta la semana siete (Figura 20d) comportamiento similar en los otros

tratamientos y control, no se encontraron diferencias estadisticas (p = 0,88).
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Figura 20. Efecto del SNP sobre el oscurecimiento de los brotes in vitro de B. lako. a.
Porcentaje de explantes de B. lako en 0 mM de SNP, b. 0,5 mM de SNP, c. 1,5 mM de SNP
y d. 3,0 mM, de acuerdo con un analisis de Chi-cuadrado. Cada color corresponde al grado
de oscurecimiento segun la escala visual. Se utiliz6 el siguiente numero de réplicas
biologicas. 0 mM = 36; 0,5 mM =43; 1,5 mM = 34; 3 mM = 31.
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6. DISCUSION
6.1. Descripcion del oscurecimiento en brotes in vitro de B. lako

El oscurecimiento es un problema comun en el cultivo in vitro de tejidos vegetales,
principalmente en plantas lefiosas. Aunque existen multiples estrategias para contrarrestarlo,
aun representa una de las principales limitaciones en el cultivo in vitro de bambu (Dutta-
Mudoi et al. 2013; Sandhu et al. 2018). Esta problematica se ha reportado en el cultivo in
vitro de especies del género Bambusa, tales como, B. balcooa 'y B. vulgaris (Das y Pal 2005;
Gonzélez-Gonzélez et al. 2013). B. lako no estd exenta de este problema (Zamora-Chacén
2015). El presente estudio mostrd que este fenomeno es visible durante el establecimiento
del cultivo in vitro de B. lako, similar a lo observado en B. balcooa y B. vulgaris (Negi'y
Saxena 2011b; Gonzalez-Gonzélez et al. 2013). Los hallazgos de Das y Pal (2005) durante
el establecimiento in vitro de B. balcooa presumen que esto se debe a que, después de la
introduccion in vitro, las yemas axilares con un oscurecimiento severo tienen menor
capacidad ante las reacciones de oxidacion conllevando a una menor competencia
morfogenética. Autores, como Jiménez et al. (2021), mencionan que el oscurecimiento puede
avanzar en el tejido desde la region apical a la base o viceversa. Para el caso de los brotes de
B. lako el oscurecimiento avanz6 de manera progresiva desde la base hasta la region apical
del brote. Al respecto, se ha postulado que este tipo de evolucion probablemente esta
relacionada con la exudacion de compuestos fendlicos de la porcion basal del brote (Mudoi

et al. 2014).

En esta investigacion se realizo la caracterizacion del color utilizando los canales de color
RGB para brindar més informacion sobre el estado del oscurecimiento de los brotes in vitro
de B. lako en cada uno de los puntos de la escala de oscurecimiento. Es conocido que el color
es utilizado como indicador para evaluar la condiciéon de una planta, ya que durante su
desarrollo atraviesa por ciertos procesos fisiolégicos asociados con cambios de coloracion,
como es evidente durante la senescencia y la madurez (Dutta-Gupta et al. 2012). Ademas,
utilizar canales RGB para describir el oscurecimiento es utilizado como indicador para
determinar la calidad de ciertas plantas de interés comercial. Por ejemplo, se ha reportado
que el oscurecimiento generalmente esta asociado a reacciones de oxidacién, como en el

pardeamiento de aceitunas asociado con un incremento en la actividad de la enzima PPO en



49

la fraccion soluble (Ben-Shalom et al. 1977). Tomando en consideracion el color y la
diseccion del tejido vegetal de B. lako, se encontrd que el fendmeno aparece primero en los
nudos y se extiende en direccion acropeta. En el estudio de Yu et al. (2021), orientado a
estudiar los cambios fisiologicos en brotes del bambu Fargesia yunnanesis provocados por
las bajas temperaturas y almacenamiento, los autores reportan que el oscurecimiento inicio
en la parte internodal mas cercana al nudo y lo asociaron con la presencia de ROS, MDA,
fenoles totales y la actividad enzimatica. Sin embargo, es necesario mencionar que la

investigacion de Yu et al. (2021) no se realizo en condiciones in vitro.

Con respecto al avance del oscurecimiento en direccion acropeta observado en los diferentes
grados presentados en la escala visual de los brotes in vitro de B. lako, Obsuwan et al. (2019)
reportaron resultados parecidos a los de este estudio, ya que encontraron que el
oscurecimiento en los brotes del bambu tropical Thyrsostachys siamensis se extendia de la
region basal hasta la apical. Ademas, al igual que en esta investigacion, los brotes se tornaron
primero amarillos y posteriormente oscuros. Estudios, como el de Bhat et al. (2022),
mencionan que este oscurecimiento esta asociado a la exudacion de compuestos fendlicos en
la zona del corte en Juglans regia L. También es asociado a factores como, baja movilidad
de nutrientes como calcio, el nivel y tipo de regulador de crecimiento, pH del medio,
genotipo, momento y frecuencia de subcultivo, entre otros factores (Teixeira-da-Silva et al.

2020).

6.2. Optimizacion de pruebas bioquimicas en brotes in vitro de B. lako

El ensayo de FC ha sido utilizado para determinar el contenido total de fenoles en el cultivo
in vitro de algunas especies de bambu, como por ejemplo Dendrocalamus latiflorus,
Bambusa oldhamii, Phyllostachys nigra'y Bambusa balcooa Roxb (Huang et al. 2002; Das y
Pal 2005). Este método consiste en la reaccion del extracto de plantas con el reactivo FC
para formar un complejo azul cuantificable mediante espectrometria (Cicco et al. 2009). En
algunos estudios se ha discutido el efecto que puede tener sobre los resultados la
modificaciéon de algunos pardmetros, como el volumen final de la mezcla, tiempo de
reaccion, adiciéon de reactivos, la longitud de onda, la conservacion del tejido a bajas

temperaturas, entre otros (Cicco et al. 2009; Fuente-Maqueda et al. 2020). En este estudio,
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al evaluar el efecto de la reduccion a la mitad de la masa inicial y el volumen del reactivo de
extraccion (metanol), no se encontraron diferencias estadisticas en la cantidad de PT. Lo
anterior nos indica que la relacién masa y solvente permite extraer la misma cantidad de
polifenoles del tejido, probablemente debido a la interaccion de los grupos funcionales de los
componentes intracelulares del material vegetal extraidos con el solvente de extraccion

(Ayele et al. 2022).

Debido a la dificultad para macerar el material vegetal de brotes frescos in vitro de B. lako,
fue necesario buscar alternativas para realizar la prueba de la PPO. Una opcion fue macerar
el tejido fresco con ayuda de un molino de café, tal y como lo realizaron Sommano et al.
(2017) en Backhousia myrtifolia utilizando tallos de aproximadamente 25 cm de largo. La
otra opcion fue macerar el tejido con nitrogeno liquido, tal y como procedieron Yang et al.
(2016) para brotes de Phyllostachys praecox f. prevernalis. Los resultados de este estudio
muestran que el método de maceracidon no tuvo efecto sobre la actividad enzimatica de la
PPO; sin embargo, se encontraron diferencias al almacenar el tejido a -80°C, dependiendo

del método de maceracion empleado.

Para el caso del tejido macerado con nitrégeno liquido, la actividad enzimética de la PPO en
los brotes de B. lako mostraron mayor estabilidad. Se ha mencionado que la pulverizacién
por congelacion con nitrogeno liquido es muy utilizada debido a la rdpida vaporizacion del
nitrogeno liquido, por su alto coeficiente en la transferencia de calor y tiempo corto de
congelacion (Zhu et al. 2020). Por otro lado, es conocido que una congelacion en nitrogeno
liquido evita la formacion de grandes cristales de hielo, contribuye a conservar la integridad
celular y evita la pérdida de la actividad de la PPO por el empleo de bajas temperaturas, tal
como citan Wesche-Ebeling y Montgomery (1990). Por su parte, es posible que el tejido
molido sin nitrégeno liquido (molino de café) se haya sometido a un alto estrés térmico y se
haya liberado mas enzima o quizés, al ser un ensayo discontinuo, la reaccion no se detuvo
antes de calentarla a temperatura ambiente para determinar los niveles de sustrato o producto
y, por ende, se obtuvieron indices erroneamente altos, tal como lo sefialan Zhu et al. (2020).
Debido a la variabilidad en la actividad enzimatica de la PPO en muestras no congeladas con
nitrogeno liquido, para fines de este estudio, se opto por realizar el ensayo almacenando las

muestras, previamente congeladas con nitrogeno liquido y almacenadas a -80°C.
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En cuanto al MDA, al determinar el efecto de la reduccion de la masa y el solvente en la
cuantificacion, se encontraron diferencias estadisticas. Probablemente este resultado se
relacione a la interferencia de otros compuestos, como carbohidratos, presentes en el tejido
vegetal. La prueba TBA para la determinacion de MDA como método para la evaluacion de
la peroxidacion lipidica en plantas tiene dificultades, como su baja especificidad de reaccion
y la absorcion de otras moléculas (Taulavuori ef al. 2001; Davey et al. 2005), por lo que se
pueden sobreestimar las cantidades de MDA en los andlisis (Davey ef al. 2005). Aunque en
la literatura se recomiende utilizar métodos mas sensibles y con mayor especificidad, como
cromatografia de alta resolucion (Hodges et al. 1999), el andlisis por MDA es muy utilizado

debido a su bajo costo y rapidez (Davey et al. 2005).

6.3. Determinacion del contenido de PT, actividad enzimatica de la PPO y MDA en
brotes in vitro de B. lako segun la escala de oscurecimiento

Con frecuencia, el oscurecimiento in vitro se ha relacionado estrechamente con la
acumulacion de fenoles y a su polimerizacién enzimadtica, principalmente cuando se
producen dafios mecénicos en el tejido (Das y Pal 2005), aunque la concentracion de fenoles
puede variar entre especies y cultivares (Huang et al. 2002; Leccese et al. 2012). Se ha
mencionado que el grado de oscurecimiento estd ligado con el contenido fendlico y la
reaccion es atribuida al estrés causado por las condiciones in vitro, ya que en algunos estudios
se ha reportado la acumulacion de flavonoides como respuesta de defensa al oscurecimiento

in vitro (Lee y Jaworski 1988; Murata et al. 1995; Wang et al. 2016; Yang et al. 2022).

De acuerdo con los resultados experimentales de este estudio, se reporta un aumento en la
cantidad total de polifenoles en los brotes in vitro de B. lako a medida en que avanza el
oscurecimiento, asi como un aumento gradual de la PPO. Estos resultados son parecidos a
los reportados por Xu et al. (2015), quienes manifiestan que el aumento en la cantidad de PT
y la actividad de la PPO es consistente con el grado de oscurecimiento en el tejido in vitro de
Phalaenopsis. Asimismo, Leng et al. (2009) correlacionaron el contenido total de polifenoles
en pistacho con la severidad del oscurecimiento en los brotes; sin embargo, no encontraron
cambios en la actividad de la PPO. Se encontr6 en este estudio una correlacion positiva entre
la concentracion de fenoles y la actividad de la PPO en los grados de oscurecimiento de los

brotes in vitro de B. lako. Estos hallazgos son similares a estudios que han indicado que el
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aumento de la actividad de la PPO tiene una relacion con el incremento en la concentracion
de compuestos polifendlicos (R? = 0,66) Sen y Alikamanoglu (2013). Ademas, se puede
considerar que el oscurecimiento en los brotes in vitro de B. lako esta ligado a los niveles de
expresion de la enzima, o bien tomar en consideracion que, aunque los polifenoles actian
como potenciadores de la actividad enzimatica, es probable que no todos sean polimerizados
por la PPO o bien puede estar estrechamente relacionado a la afinidad de 1a PPO por sustratos
especificos de polifenoles y no a la cantidad de estos compuestos, tal y como se ha
mencionado con anterioridad (Wang ef al. 1991; Derardja et al. 2022), esto puede explicar
que la actividad de la PPO en el grado 2 y grado 3, no presentaran diferencias significativas
entre ellos ni con los grados 1 y 4, situacion contraria a lo observado entre estos ultimos,
donde la actividad fue mayor en el grado 4. Es por ello, que en futuros estudios se podria
tomar en cuenta realizar un perfil de fenoles individuales para determinar los sustratos
endogenos y tener un acercamiento al tipo de PPO presente en el tejido. Por tltimo, también
puede asociarse a la variabilidad de pigmentos verdes, oscuros y cloroticos encontrados a lo
largo de los brotes en los grados 2 y 3. Esto concuerda con lo indicado por Laukkanen et al.
(1999), quienes atribuyen la variabilidad de la actividad enzimatica de la PPO en tejido in

vitro de Pinus sylvestris a las coloraciones café, amarillas y verdes presentes en las muestras.

El MDA es un producto de la peroxidacion lipidica involucrado en el estrés oxidativo, y ha
sido utilizado para determinar el grado de peroxidacion lipidica e integridad de la membrana
celular en plantas micropropagadas (Das y Roychoudhury 2014; Talla et al. 2022). En este
estudio se reporta un incremento de MDA desde el grado 1 hasta los grados 3 y 4. Este
aumento en la concentraciéon de MDA a medida en que avanza el oscurecimiento en los brotes
in vitro de B. lako es posible que indique una presencia elevada de ROS y que probablemente
estén causando dafios en las funciones celulares y la muerte del tejido por oscurecimiento
debido a la interferencia sobre proteinas, lipidos, ADN entre otras biomoléculas (Dan 2008).
Ademas, resultados como los de Sen y y Alikamanoglu (2013) reportan una relacion positiva
entre la cantidad de MDA y PPO (R? = 0,059), por lo que ROS, como el H20», estén
promoviendo que enzimas como la PPO entren en contacto con sus sustratos fendlicos y los
oxide dando como resultado pigmentos marrones (Yu et al. 2021). Por otro lado, el MDA al
ser un marcador biologico de la peroxidacion lipidica se sugiere que su aumento reduce la

capacidad de regeneracion en el tejido de B. lako, tal y como lo mencionan Laukkamen et al.
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(2000) en su estudio sobre los cambios estructurales enzimaticos durante el oscurecimiento

de callos de Pinus silvestris.

6.4. Cambios anatomicos en el tejido in vitro de B. lako en respuesta al oscurecimiento
Las observaciones histologicas en los diferentes grados de oscurecimiento lograron
identificar una alta integridad estructural en los brotes verdes (grado 1), ya que presentaron
sefales de diferenciacion en células del parénquima y células adyacentes a los haces
vasculares. Esto era de esperarse, ya que los brotes no presentaban oscurecimiento. El estudio
histologico también revelod la presencia de haces vasculares desarrollados que consisten en
xilema y floema distribuidos en el tejido. Se sugiere que esto es un indicador de un buen
desarrollo en los grados 1 y 2, lo cual concuerda con lo mencionado al respecto por Yang et
al. (2022). En cuanto, a la presencia de almidén en células del parénquima en el grado 1 y la
presencia de proteina en el tejido vascular, pared celular y en células del parénquima en todos
los estadios de oscurecimiento, se ha mencionado que la actividad bioldgica en brotes de
bambu consume una considerable cantidad de energia proveniente de la degradacion de
almidones y proteinas para su crecimiento (Yu et al. 2021). Es probable que la cantidad de
almidon en los brotes verdes, la ausencia de este y una reduccion de la proteina en los grados
2, 3 y 4 esté asociada a la disminucion de la actividad metabolica en el tejido ocasionado por
el oscurecimiento y subsecuentemente la muerte del tejido, tal como sefialan Yu et al. (2021)
y Galuszka et al. (2019), por lo que la acumulacion de proteina en la zona distal esté
relacionada con una alta actividad metabolica de las células ahi localizadas (Fisher 1968).
Por otro lado, con respecto a la acumulacion de carbohidratos, Yang et al. (2022) sugieren
que una menor cantidad de granos de almidon es sinonimo de una carencia de recursos
energéticos para el crecimiento y por consecuencia la pérdida de totipotencia en las células

morfogenéticamente competentes.

6.5. Localizacion de polifenoles y H20: en los brotes in vitro de B. lako

Segun la prueba de Hoepfner-Vorsatz los polifenoles se localizaron en los haces vasculares
del tejido in vitro de B. lako en los diferentes grados de oscurecimiento. Por lo tanto, en este
estudio se sugiere que la acumulacion de polifenoles produce un bloqueo en los haces
vasculares y por ende afecta la absorcién de agua, minerales y nutrientes del medio v,

subsecuentemente, provoca la muerte de los brotes in vitro de B. lako. Esto es concordante
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con lo discutido en estudios previos de Xu et al. (2015) y Wang et al. (2016). En algunos
estudios se ha mencionado que el tejido in vitro afectado por el oscurecimiento acumula mas
taninos en comparacion con el tejido verde (Yang et al. 2022); sin embargo, se necesita
realizar mas investigacion para relacionar la acumulacion de taninos en el oscurecimiento del
tejido de B. lako). Por otro lado, la tincion de azul de toloudina es ampliamente utilizada para
resaltar componentes celulares, incluyendo polifenoles, paredes celulares lignificadas y no
lignificadas, suberinas y taninos, por lo que se pueden obtener diversas tonalidades de color
azul (Retamales y Scharaschkin, 2014), en este caso quizas también se esté delimitando el

tejido lignificado en los haces vasculares.

En cuanto a la localizacion de ROS, como el H2O» se encontro en los haces vasculares, tanto
en el xilema como en el floema, resultados parecidos a los de Bestwick et al. (1997). Se ha
reportado que el H>O, desempefa un papel como sefial de muerte celular y de la induccion
de genes defensivos en células adyacentes en las plantas (Orozco-Cérdenas et al. 2001). Por
otro lado, analisis de correlacion han reportado que los niveles de H>O; se asocian con la
actividad de la POD (Wang et al. 2021). Es conocido que la actividad de la PPO promueve
la actividad de la POD por la generacion de H>O; a través de la oxidacién de compuestos
polifenolicos (Zhang y Shao 2015), y, por lo tanto, puede participar en el oscurecimiento del
tejido. Sin embargo, se necesita mas investigacion para determinar si esta enzima estd
involucrada en el proceso de oscurecimiento de los explantes in vitro de B. lako. De igual
manera, seria interesante en futuros estudios localizar la PPO, ya que Xu ef al. (2015) la
reportan localizada en los haces vasculares del tejido vegetal. Para ello, realizaron un estudio
basado en el analisis de distribucion de ARNm y de la proteina de la PPO en etapas tempranas
de oscurecimiento en explantes in vitro de Phalaenopsis. Asimismo, al localizar la PPO
mediante microscopia electronica de barrido también se reporta su presencia en células de

los haces vasculares (Onsa et al. 2000; Xu et al. 2015).

Dado que existe una localizacion de polifenoles y presencia de ROS como H>O»
principalmente localizados en los haces vasculares, como se mencion6 antes probablemente
se vean afectadas funciones de soporte mecanico, transporte de agua y nutrientes y
comunicacion entre los diferentes 6rganos debido al bloqueo de los haces vasculares. En

estudios como los de Orozco-Cérdenas et al. (2001) se ha manifestado que la acumulacion
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de H20O> se genera o se produce en exceso en respuesta a heridas en las paredes celulares de
las células del haz vascular transportandolo en el agua a través del apoplasto y difundirse en

células adyacentes.

6.6. Efecto del SNP en los brotes in vitro de B. lako

Se ha informado que el SNP actua como donante de NO, una molécula bioactiva en estado
gaseoso y que esta involucrada en la transduccion de senales en plantas sometida a estrés
(Arasimowicz y Floryszak-Wieczorek 2007). Asimismo, en la literatura se menciona que el
SNP promueve la multiplicacion y regeneracion de plantulas de Dioscorea opposita y
Valeriana jatamansi. Sin embargo, los mecanismos por los cuales el SNP mejora las tasas de
multiplicacion no se conocen a detalle (Xu et al. 2009; Pandey et al. 2020). En este estudio
se encontro que el SNP no produjo un efecto en los pardmetros de crecimiento, como la
induccién de brotacion, el numero de brotes y la longitud del brote en el cultivo in vitro de
B. lako. Esto contrasta con Karthik ez al. (2019), quienes manifiestan que el SNP tuvo un
impacto positivo en cuanto a la induccion, proliferacion y el alargamiento de brotes en soya.
Aunque se ha expresado que el SNP tiene mayor efecto en la propagacion in vitro al
combinarse con citoquininas derivadas de la adenina, como la benciladenina (Tan ez al. 2013;
Karthik et al. 2019). En el presente trabajo, la citoquinina empleada fue una difenilurea
sustituida, thidiazuron, y no se observo un aumento en la capacidad de regeneracion en brotes

in vitro de B. lako.

En otras investigaciones también se ha expresado que el SNP como donador de NO actia
como antioxidante para reducir los niveles de toxicidad de H>O> dado que disminuye la
actividad de enzimas como catalasa, POD y PPO, las cuales, como se ha venido
mencionando, estan relacionadas con el oscurecimiento en el cultivo de tejidos (Hesami et
al. 2018; Xu et al. 2009). Sin embargo, los resultados de esta investigacion muestran que el
SNP no redujo el oscurecimiento en los brotes in vitro de B. lako. Es probable que estos
hallazgos sean diferentes a los reportados en la literatura, dado que el efecto del SNP es

dependiente del genotipo, tal y como lo indican Sarropoulou et al. (2014).
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO
En conclusion, este estudio contribuye a comprender y caracterizar el proceso del
oscurecimiento en los brotes in vitro de B. lako y algunos factores que podrian estar
participando en su manifestacion. Se reporta un aumento de la actividad de la PPO, contenido
de FT y MDA desde que los brotes estaban verdes hasta que se encontraban completamente
oscuro. Estos resultados revelan que el oscurecimiento en los brotes in vitro de B. lako
probablemente esté relacionado con la respuesta al estrés oxidativo provocado por las
condiciones in vitro. Aunque estos resultados pueden ser diferentes en otras especies de
bambtl con problemas de oscurecimiento. Por otro lado, en este estudio se evidencio la
presencia de polifenoles en los haces vasculares lo que probablemente esté provocando un
bloqueo en el tejido vascular e impidiendo la absorcion de nutrientes y agua vy,
consecuentemente, conlleve al oscurecimiento y a la inminente muerte del tejido. El estudio
anatomico en el tejido in vitro de B. lako reveld que el tejido de los brotes verdes o en grado
1 presentan reservas energéticas, como los granulos de almidén, y la mayor acumulacion de
proteina en la parte distal de los brotes. En cambio, en los grados 2, 3 y 4 no se reportan estos
mismos hallazgos. Se puede decir que quizas exista una disminucidon en el potencial de
regeneracion y reduccion de la actividad metabolica a medida en que se oscurece el tejido.
Por otro lado, la posible interaccion entre el HoO> y la POD quizés sea un indicador de la
participacion de esta enzima en el oscurecimiento; sin embargo, se necesita mas
investigacion, aunque es necesario mencionar que la tincion del DAB fue tenue; esto
probablemente esté relacionado con el tiempo de incubacion de las muestras con DAB. No
se reporta un efecto positivo del SNP en los brotes in vitro de B. lako ni en pardmetros de
crecimiento ni de oscurecimiento. Por ultimo, debido a la poca literatura sobre el cultivo in
vitro de B. lako, este estudio representa una fuente de informacion que describe la

problematica del fendmeno de oscurecimiento en el cultivo in vitro de esta especie.
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8. RECOMENDACIONES
Sumado a lo anterior, seria interesante analizar el perfil individual de los compuestos

fenodlicos para tener una idea de los sustratos presentes en el tejido y la afinidad de la PPO.
En adicion a esto, es recomendable cuantificar la cantidad de MDA utilizando métodos mas
sensibles y especificos como el HPLC. De igual manera, para hacer un estudio mas integro,
se podrian evaluar tinciones especificas de compuestos fendlicos, como taninos, o bien
realizar un estudio histoldégico con microscopia electronica de barrido. Por otro lado, hasta
donde se sabe, no existe un estudio que integre analisis transcriptomico y metabolémico para
comprender el oscurecimiento en el tejido in vitro de B. lako. De esta manera se podria
encontrar genes relacionados a alguna ruta metabodlica cuyo efecto tenga un impacto en las

funciones biologicas.
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