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Resumen

Costa Rica posee mas de 190 especies de la familia Bromeliaceae, de las cuales 32 son
endémicas. Estas especies poseen enzimas proteoliticas de gran importancia biotecnoldgica por
sus diversas aplicaciones en la industria. A pesar de esto, ninguna de estas especies ha sido
estudiada en Costa Rica. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad de la especie
Puya dasylirioides para producir enzimas proteoliticas y establecerse en condiciones in vitro a
partir de plantas en estado silvestre mediante técnicas enzimoldgicas, espectrometria de masas
y herramientas de biotecnologia vegetal para su potencial uso en la industria. Para el
establecimiento in vitro se utiliz6 semillas y segmentos de hoja. Estos se expusieron a una
bateria de ensayos con el fin de determinar el método de desinfeccion, tipo y concentracion de
reguladores de crecimiento y tipo de recipiente de cultivo que brindara mejores resultados para
el crecimiento de las plantas en condiciones in vitro. Con respecto a las enzimas proteoliticas,
se realizaron extractos crudos a partir del tallo y hoja, se purificaron mediante fraccionamiento
con etanol frio y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), y se realizaron ensayos
enzimaticos para verificar la presencia de enzimas proteoliticas en los tejidos. Como parte de
los resultados, se logrd el establecimiento in vitro de la planta utilizando la semilla como
explante, y se desarrollé un procedimiento de multiplicacion de las plantas en condiciones in
vitro. Ademas, se confirmo la presencia de enzimas proteoliticas en los tejidos del tallo y partes
de la hoja, ademas de lograr la purificacion de una enzima proteolitica extraida a partir del tallo
de la planta con una masa aparente cercana a los 45 kDa. Esta investigacion corresponde al
primer informe sobre enzimas proteoliticas y establecimiento in vitro de una planta de la familia
Bromeliaceae endémica de Costa Rica.

Palabras clave: Proteasas, Bromeliaceae, Enzimologia, In vitro, Puya dasylirioides.
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1. Introduccién

Costa Rica posee mas de 10000 especies de plantas (Gargiullo et al., 2008), de las cuales
muchas corresponden a géneros con actividades farmacoldgicas y potenciales biotecnoldgicos que
aun no han sido descubiertos. Debido a esto, es importante impulsar el desarrollo de investigaciones
y tecnologias novedosas para la obtencion de nuevos metabolitos que permitan el aprovechamiento

de estas especies sin poner en peligro su supervivencia en sus habitats naturales

1.1 Antecedentes

El estudio de las enzimas proteoliticas o proteasas se remonta a finales del siglo XVIII.
Durante ese periodo se realizaron estudios del efecto de las secreciones géstricas sobre la carne, lo
que permitié la identificacion y descripcion del proceso que hoy conocemos como catalisis
bioldgica (Bruno, 2007). Gracias a los estudios sobre secreciones gastricas, en 1825 se descubrid
y caracteriz0 la primera enzima proteolitica, molécula a la cual se le otorgd el nombre de pepsina
(Bond, 2019).

Especificamente, el interés por las proteasas de origen vegetal inicié con los estudios del
quimico venezolano Vicente Marcano en el afio 1891, el cual descubrié una enzima con capacidad
proteolitica en el fruto de la pifia. Posteriormente, en el afio 1892, Chittenden y colaboradores
llamaron a esta enzima “bromelina”, término que se utiliz6 para describir cualquier proteasa aislada

de una planta de la familia Bromeliaceae (Dighe et al., 2010).

A inicios de 1950, el Instituto de Investigacién de la Pifia en Hawai realizo estudios con
variedades de plantas de la especie Ananas comosus var. Comosus y un gran nimero de especies
de la familia Bromeliaceae, logrando producir extractos con actividad proteolitica similar a la
bromelina a una escala de planta piloto (Amini et al., 2016). Posteriormente, en el afio 1954 se
logro obtener formas purificadas de una nueva proteasa de origen vegetal llamada “papaina” a
partir de extractos de la planta Carica papaya (Bond, 2019). Estos tipos de proteinas fueron las
primeras en ser comercializadas a nivel mundial (Burckett et al., 2007) y desde entonces su

demanda ha aumentado, debido a su aplicacion en diversos tipos de industrias.



En la década de 1950 inici6 la aplicacidn de técnicas de cultivo in vitro para la produccion
de sustancias biolégicamente activas (Natalucci et al., 2009). EI primer reporte de actividad
proteolitica in vitro se remonta al afio 1979, con el trabajo realizado por Apte y colaboradores, en
el que identificaron enzimas proteoliticas en cultivos de Ananas Sativus. Sin embargo, no fue hasta
el afio 2002 en el que se logré la caracterizacion de una nueva proteasa cisteinica a partir de callos
de Allium sativum (Parisi et al., 2002).

En el 2003, Hernandez y colaboradores disefiaron un procedimiento para la extraccion de
bromelina en el que utilizaron protectores del centro activo de la enzima a un pH cercano al
fisiologico de la planta y alejado del éptimo de la enzima. Gracias a esta innovacion tecnolégica
lograron alcanzar rendimientos de 20.8 g de extracto crudo/kg de tallos y 4.85 mg de proteinas/mL
de extracto, con una actividad enzimatica de 6.6 U/mL de extracto. Desde su publicacion, este
protocolo se ha utilizado para la extraccion y el estudio de mdltiples proteasas en otras especies

vegetales.

Gracias a los avances en las técnicas de extraccion y técnicas de cultivo in vitro,
herramientas, como la generacion de embriones somaticos de C. papaya, han sido eficientes para
la produccién de enzimas proteoliticas como la papaina (Panjaitan et al., 2007; Usman et al., 2002).
De la misma manera, la ficina, extraida de la especie Ficus carica, se logrdé producir mediante

suspensiones celulares (Fraguas et al., 2004; Pasqual y Ferreira, 2007).

En América Latina se han realizado investigaciones para la deteccion de nuevas enzimas
proteoliticas. Entre ellas, se reporto la estructura de la Pendulifloraina I, aislada a partir de la planta
Hohenbergia penduliflora, por un grupo de investigadores de Cuba, Argentina y Espafia (Pérez et
al., 2010). Posteriormente, se descubrié la Antiacantaina A, aislada de la planta Bromelia
antiacantha (Vallés y Cantera, 2018), y la Balansaina I, por investigadores argentinos en la planta

Bromelia. balansae (Pardo et al., 2000).

En otras investigaciones latinoamericanas no se ha logrado elucidar completamente la
estructura de nuevas proteasas, pero si se ha determinado la capacidad proteolitica de extractos
crudos de diferentes plantas, en especial las pertenecientes a la familia Bromeliaceae. Entre algunos
de esos estudios figuran los desarrollados por Pérez y colaboradores (2006) y grupos mexicanos
como Moreno-Hernandez y colaboradores (2017) y Meza-Espinoza y colaboradores (2018).



En Costa Rica no se ha informado sobre proyectos dedicados a la determinacién de la
actividad proteolitica de extractos parcialmente purificados. Las técnicas de establecimiento in
vitro se aplican principalmente para la micropropagacion y no para producir metabolitos
comerciales. Debido a esto, se requiere desarrollar proyectos que permitan la investigacion y el
aprovechamiento de la gran biodiversidad del pais con el objetico de descubrir nuevas proteasas
con potencial de ser producidas a nivel industrial.

1.2 Justificacion

Las enzimas proteoliticas son un grupo de enzimas cuya actividad catalitica consiste en
hidrolizar los enlaces peptidicos (Mahajan y Badgujar, 2010). Estas se consideran componentes
vitales en el desarrollo y crecimiento de los organismos por su participacion indispensable en los
procesos metabolicos y fisiologicos de los mismos. Esto debido a que estan involucradas en todo
el ciclo de vida de las proteinas, desde su biosintesis, hasta su degradacion (Moreno-Hernandez et
al., 2017; Pesquet, 2012).

Ademés de su importancia fisioldgica, las enzimas son moléculas de gran relevancia
comercial. En 2017, el valor de mercado a nivel mundial fue de 7 080 millones de ddlares, y se
prevé que para el afio 2024 alcance los 10 500 millones de ddlares, lo cual representa una tasa de
crecimiento anual compuesta (CAGR) del 5.7 %. Del mercado total de enzimas, las proteasas
representan mas del 26.8 % de enzimas comercializadas a nivel mundial (Allied Market Research,
2018), constituyendo un grupo que continta ganando relevancia para la investigacion dedicada a

la bioprospeccion e industrializacion.

Las propiedades Unicas de las proteasas han permitido que se utilicen en aplicaciones
industriales. Entre las mas importantes se encuentran la industria alimenticia; donde son utilizadas
para aumentar los perfiles nutricionales de los alimentos, retardar la descomposicion, suavizar las
carnes, y para la produccion de quesos, panes y cerveza (Feijoo-Siota y Villa, 2011; Gonzélez-
Rabade et al., 2011). En la produccidn de detergentes y sustancias de limpieza las proteasas abarcan
el 35 % del mercado total de enzimas (Feijoo-Siota y Villa, 2011), y en Estados Unidos el 50 % de
los productos de limpieza contienen enzimas proteoliticas (Niyonzima y More, 2015). Ademas,

estas enzimas son utilizadas en areas de la medicina para el tratamiento de la artritis (Brien et al.,



2004), tratamiento del cancer de mamay colon (Beuth, 2008), y para la regeneracion de tejidos en
las heridas (Kulkarni et al., 2019).

Actualmente el mercado mundial de enzimas proteoliticas es dominado por las de origen
microbiano (Allied Market Research, 2018); no obstante, proteasas vegetales como la bromelina,
papaina y ficina, contindan siendo irreemplazables en muchas aplicaciones. Su capacidad para
mantenerse activas en un rango superior de pH y temperatura, y la posibilidad de ejercer su
actividad catalitica sobre una gama mayor de proteinas ha incrementado la relevancia en los Gltimos
afios de las proteasas extraidas de plantas (Troncoso et al., 2022). Esto ha generado un aumento en
la bioprospeccidn de proteasas de diferentes especies de plantas para su posterior caracterizacion

y evaluacién de su potencial biotecnologico (Meza-Espinoza et al., 2018).

Las especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae se caracterizan por producir grandes
cantidades de proteasas por encima de sus niveles fisioldgicos necesarios (Errasti et al., 2018). De
ellas, la bromelina extraida del vastago de la especie A. comosus es la enzima mas representativa
(Benucci et al., 2011). En las ultimas décadas, se han descubierto nuevas moléculas con posible
potencial biotecnoldgico a partir de bromelias, tales como Macrodontaina I, Hieronymaina Ill,
Balansaina | y Antiacantahina (Bruno et al., 2008; Maras et al., 2018; Pardo et al., 2000; Vallés y
Cantera, 2018). Sin embargo, a pesar del gran potencial de esta familia, y el interés de los
investigadores en las Ultimas décadas, ain son muchas las especies de bromelias a las cuales no se

les ha investigado su potencial para producir enzimas proteoliticas.

En Costa Rica se encuentran 198 especies de la familia Bromeliaceae, de las cuales 32 son
endémicas (Caceres-Gonzalez et al., 2013). Entre ellas, resalta la especie Puya dasylirioides, que
es una de las dos especies del género Puya que habita fuera de la cordillera de los Andes y ha sido
reportada Unicamente en Costa Rica (Caceres-Gonzalez et al., 2013; Smith y Downs, 1974).
Actualmente no existen estudios sobre la capacidad metabdlica de esta planta para producir
enzimas proteoliticas con un posible uso industrial. Por eso, se considera una fuente promisoria

para nuevas proteasas de plantas endemicas del pais.

Uno de los principales problemas de produccion de enzimas proteoliticas a partir de fuentes
vegetales es que, a veces, se extraen de especies con riesgo de extincion y altos niveles de
endemismo en habitats que imposibilitan su domesticacion o de dificil acceso. Las moléculas

suelen producirse por 6rganos de la planta que dificultan su extraccién o eliminan totalmente o
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parte importante de la planta. Esto ha generado que se haya estudiado poco més del 1 % de las
especies vegetales en el mundo (Pérez, 2012).

Las plantas de la familia Bromeliaceae se caracterizan por su amplia radiacion adaptativa,
lo que les ha permitido habitar diversos ecosistemas y nichos ecoldgicos (Pérez, 2012). A su vez,
esto hace que sus poblaciones sean sumamente susceptibles a procesos de cambio climético y la
antropizacion, lo que genera pérdida de los individuos que son parte de las poblaciones vegetales

Yy, por consiguiente, pérdida de diversidad genética (Guerra y Dal Vesco, 2010).

Sumado a esto, especies como P. dasylirioides habitan en lo que se conoce como el
ecosistema de turbera. Estos ecosistemas, y principalmente la flora local, responden de manera
muy sensible a cambios climéticos y actividad antropogénica, procesos que causan afectaciones en
la geoquimica del sitio, regimenes hidrolégicos y condiciones redox, lo que implican posibles

afectaciones en la poblacion vegetal de la zona (Huaman et al., 2020; Schittek et al., 2016).

Tales escenarios justifican el estudio y conservacion de especies endémicas con distribucion
restringida y que habitan en zonas sensibles al cambio climéatico y actividad antropogénica.
Ademas, permitirian identificar y aplicar medidas que con el fin de obtener las enzimas
proteoliticas u otras moléculas de interés sin poner en peligro las poblaciones vegetales y su

ecologia.

A pesar de la importancia de las enzimas proteoliticas vegetales, su produccion se considera
un proceso costoso por la dificultad de establecer modelos industriales eficientes que reduzcan los
costos de produccion. Esto ocurre debido a que la concentracion de proteasas se relaciona con las
condiciones climéticas del organismo y factores, como cambios en el uso de suelo, enfermedades
y periodos de cultivo, dificultan la obtencion de metabolitos de forma constante durante el afio
(Singh, et al., 2016b).

Para superar tales dificultades, el uso de técnicas de cultivo in vitro y en especial, los
sistemas de cultivo de érganos, tejidos o células vegetales en biorreactores son una oportunidad
para producir productos naturales de una manera mas homogénea, lo que genera que la
comercializacion de estos productos sea viable (Gonzélez-Rabade et al., 2011, Hernandez et al.,
2009). Debido a que las proteasas son generalmente caras a altos niveles de pureza, técnicas

utilizadas para generar gran cantidad de productos estructuralmente funcionales como la



micropropagacion, biorreactores de inmersion temporal, callos y las suspensiones celulares
(Gonzélez-Rébade et al., 2011) pueden aumentar los rendimientos de produccion a una escala
industrial, logrando que compitan con las proteasas de origen microbiano ya establecidas en el

mercado.

No se han realizado muchos intentos de producir proteasas de importancia comercial
utilizando estrategias de cultivo in vitro, y el potencial industrial de la planta P. dasylirioides
continta siendo desconocido. Debido a esto, el presente estudio tiene como objetivo evaluar la
capacidad de la especie P. dasylirioides para producir enzimas proteoliticas y establecerse en
condiciones in vitro a partir de plantas en estado silvestre mediante técnicas enzimoldgicas,
espectrometria de masas y herramientas de biotecnologia vegetal para su potencial uso en la

industria.

1.3 Planteamiento del problema a investigar

Las especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae se caracterizan por la produccion de
gran cantidad y variedad de enzimas proteoliticas, muchas de las cuales no han sido reportadas
para la ciencia. Debido a esto, se plantea la siguiente pregunta: ¢Sera posible establecer la planta
Puya dasylirioides en condiciones in vitro y realizar la extraccion de enzimas proteoliticas nuevas
para la literatura utilizando extractos crudos y parcialmente purificados de tejidos de la planta

silvestre?

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

1. Evaluar la capacidad de la especie Puya dasylirioides para producir enzimas
proteoliticas y establecerse en condiciones in vitro a partir de plantas en estado silvestre
mediante técnicas enzimologicas, espectrometria de masas y herramientas de

biotecnologia vegetal para su potencial uso en la industria.



1.4.2 Objetivos especificos

1. Establecer un procedimiento de multiplicacion de plantas in vitro de la especie Puya
dasylirioides mediante cambios en la concentracién de reguladores de crecimiento, estado
del medio de cultivo y mecanismos de desinfeccion.

2. Demostrar la capacidad de produccién de enzimas proteoliticas en la especie Puya
dasylirioides a partir de extractos parcialmente purificados obtenidos de plantas en estado
silvestre, mediante zimogramas, espectrometria de masas y comparacion con bases de datos
bioinformaticas.

3. Analizar la variacién de la actividad enzimatica de las proteasas aisladas de extractos
parcialmente purificados de la planta Puya dasylirioides ante condiciones no fisioldgicas

mediante ensayos enziméaticos empleando distintos rangos de temperatura y pH.

2. Marco Tedrico

2.1 Enzimas proteoliticas

Las proteasas, también llamadas peptidasas o enzimas proteoliticas, son un grupo de
enzimas que tienen la funcion catalitica de hidrolizar los enlaces peptidicos (Rani et al., 2012).
Estan presentes de manera ubicua en la naturaleza, donde participan y regulan muchos de los
procesos metabdlicos, fisiologicos y anatdmicos que realizan todos los organismos vivos (Mahajan
y Badgujar, 2010).

Los cortes en los enlaces peptidicos son una de las mas importantes y frecuentes
modificaciones post-traduccionales que sufren las proteinas, las cuales ocurren mediados por
muchas vias y con la participacion de gran variedad de proteasas. Como estos cortes son limitados
y dirigidos hacia la ruptura de uniones peptidicas de manera especifica, dependen de la
accesibilidad del enlace peptidico que se necesite cortar, de los aminoacidos involucrados en el

enlace y del entorno generado por otros aminoacidos cercanos a la union (Bruno, 2007).

Estas enzimas pertenecen a la clase de las hidrolasas (EC 3), y subclase de las peptidasas

(EC 3.4). En dependencia del sitio de corte, las proteasas son subdivididas en endopeptidasas y



exopeptidasas (Motyan et al., 2013; van der Hoorn, 2008). Las endopeptidasas rompen los enlaces
peptidicos que se encuentran dentro de la estructura primaria de las proteinas, mientras que las
exopeptidasas rompen los enlaces cercanos al N-terminal (aminopeptidasas) y al C-terminal

(carboxipeptidadasas) (Motyan et al., 2013)

Independientemente de su sitio de accion, todas las proteasas realizan una polarizacion del
grupo carbonilo del enlace peptidico diana al estabilizar el &tomo de oxigeno en el llamado agujero
de oxianion (Figura 1). Esto hace que el &tomo de carbono sea mas vulnerable a un ataque
nucleofilico, mediado por la donacion de un proton del grupo NH adyacente al sitio diana (Schaller,
2004; van der Hoorn, 2008).
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Figura 1. Mecanismo de corte de las cuatro principales clases de proteasas: La proteina sustrato (verde) se
une a través de los residuos de amino&cidos al sitio de unién de la proteasa (gris) al interactuar con las
zonas de anclaje de la enzima. El enlace peptidico por cortar es adyacente a un grupo carbonilo, el cual es
polarizado por las proteasas mediante la estabilizacion del agujero de oxianién (azul), produciendo que el

carbonilo sea vulnerable al ataque nucleofilico. Tomado y modificado de van der Hoorn (2008).

Las proteasas unen sus dominios proteoliticos a otra variedad de dominios especializados
que les confieren caracteristicas como: especificidad de sustrato, modificacion de sus propiedades
cinéticas, cambios en la sensibilidad frente a inhibidores enddgenos y guia para su localizacion
celular (Lopez-Otin y Bond, 2008). Estos dominios incluyen sefiales que dirigen estas enzimas
hacia su correcta localizacion, dominios autoinhibitorios que previenen la activacion catalitica
prematura y, por dltimo, dominios que facilitan las interacciones homotipicas y heterotipicas con

sustratos, otras proteinas, inhibidores y receptores (Lopez-Otin y Bond, 2008).



Algunas de las funciones que estas enzimas poseen son: suplemento de aminoé&cidos,
remocion de proteinas mal plegadas o anormales, control del metabolismo y homeostasis,
maduracion de hormonas peptidicas, modulacion de las interacciones proteina-proteina,
procesamiento de la informacién celular, amplificacién de sefiales y corte de secuencias de
sefializacion en proteinas para su integracion en las organelas (Pardo et al., 2000). De igual manera,
tienen efecto directo sobre la replicacion y transcripcion del ADN, proliferacion y diferenciacion
celular, morfogénesis tisular, neurogénesis, angiogenesis, ovulacion, fertilizacion, reparacion de

heridas, coagulacion, necrosis y apoptosis (L6pez-Otin y Bond, 2008).

La gran diversidad en las funciones de las proteasas es resultado del proceso evolutivo y la
diversidad en tamafios y formas que estas enzimas poseen (LOpez-Otin y Bond, 2008). Esto genera
que la arquitectura de las enzimas proteoliticas varie desde enzimas pequefias de solo 20 kDa hasta
complejos de degradacion como el proteasoma, que poseen una masa de hasta 6 MDa (Bertenshaw,
et al., 2003).

2.2 Clasificacion de las enzimas proteoliticas (Sistema MEROPS)

Para el afio 2024, se han reportado un total de 1142788 secuencias de proteasas en la base
de datos MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/) (Rawlings et al., 2018), estas se dividen en
seis grandes categorias en dependencia del grupo que utilizan como nucledéfilo para realizar su
catélisis. Estas categorias son: aspartil-proteasas, metaloproteasas, proteasas glutamicas, cisteino-
proteasas, serino-proteasas y treonina-proteasas (Li et al., 2013). Los primeros tres grupos utilizan
una molécula de agua como nucleéfilo, mientras que las tres tltimas utilizan un residuo de cisteina,

serina y treonina, respectivamente (van der Hoorn, 2008).

Rawlings y Barrett (1993) desarrollaron una forma de clasificacion de las proteasas basada
en sus caracteristicas estructurales basicas y sus relaciones evolutivas, haciendo uso de las
secuencias de aminoacidos disponibles en ese entonces. Esto dio origen a la base de datos
“MEROPS”, la cual es un sistema de clasificacion de peptidasas en familias y clanes (Rawlings et
al., 2018).

Un clan se define como familias de proteasas que comparten un mismo origen evolutivo,
pero que han divergido tanto que su relacién no se puede establecer solo por comparar sus

estructuras primarias (Bruno, 2007). Por ello, se comparan mediante sus estructuras terciarias, y
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cuando no estan disponibles se comparan por el orden de aminoacidos cataliticos en la cadena
polipeptidica o las secuencias de aminodcidos alrededor de los amino&cidos cataliticos (Errasti,
2013).

Una familia estd constituida por un grupo de proteasas en el que la secuencia de
amino&cidos de cada miembro muestra una relacion estadisticamente significativa con la de otro
miembro de la familia en la zona de la molécula responsable de la actividad proteolitica (Rawlings
y Barrett, 1993). Por ultimo, cada proteasa que se diferencia por su estructura, funcion biologica,
sustrato, mecanismo catalitico y origen genético recibe un nombre y un identificador (ID
MEROPS) (Errasti, 2013).

Para la identificacion de las familias, clanes y proteasas, son utilizadas letras que hacen
referencia al tipo catalitico de las proteasas que las integran: S (serinicas), C (cisteinicas), T
(treoninicas), A (asparticas), G (glutamicas), M (metalopeptidasas), N (asparaginicas) e U
(mecanismo desconocido) (cuadro 1). Todas las identificaciones se mantienen estables y se

cambian s6lo bajo circunstancias especiales y nunca son reutilizadas (Rawlings et al., 2018)

Cuadro 1. Sistema de clasificacion MEROPS. Tomado y modificado de Bruno (2007).

Nivel Descripcion Identificadores

Clan Conjunto de familias en las que todas las proteasas han A C M, G,P,S

evolucionado a partir de un Gnico ancestro

Familia Una familia incluye proteasas que presentan homologia A C,MG,P,S U

en su secuencia aminoacidica

Peptidasa Una proteasa se distingue de las demas por diferenciasen | A C, M, G, P, S, U

la actividad, estructura u origen genético

2.3 Enzimas proteoliticas en organismos vegetales

El 43.85 % de todas las enzimas proteoliticas descubiertas pertenecen al reino Plantae
(Mahajan y Badgujar, 2010). Organismos modelo como Arabidopsis thaliana contienen méas de
723 genes codificantes para proteasas (Schaller, 2004), mientras que en otras especies como
Populus trichocarpa y Oryza sativa se han reportado hasta 955 y 678 genes, respectivamente

(L6pez-Otin y Bond, 2008; van der Hoorn, 2008). En organismos superiores, cerca del 2 % del
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total de genes corresponden a secuencias codificantes para las proteasas, por lo que es uno de los
grupos mas grandes de enzimas (Barrett et al., 2001).

La degradacion de proteinas en las plantas engloba gran cantidad de rutas proteoliticas que
se realizan en diferentes compartimentos de la célula (Palma et al., 2002). Algunas de estas areas
en las que se ha detectado actividad proteolitica son: el ndcleo, reticulo endoplasmatico, apoplastos,
vacuolas, cloroplastos, mitocondrias, pared celular, aparato de Golgi y el citosol (Diaz-Mendoza
etal., 2016; Palma et al., 2002).

Las proteasas estan implicadas en todos los aspectos del ciclo de vida vegetal, desde la
germinacion de la semilla hasta la senescencia (Bruno, 2007). Estas enzimas son indispensables
para la degradacion de proteinas dafiadas y mal plegadas, constituyendo una fuente de nuevos
aminoacidos libres que son necesarios para la sintesis de nuevas proteinas. Todos los procesos de
degradacion acttan en mecanismos como la embriogénesis, el desarrollo de las flores y de los
tricomas, la fotomorfogénesis, los ritmos circadianos, y la sefializacion hormonal en respuestas a

jasmonatos, giberelinas, citoquininas, auxinas y acido abscisico (Schaller, 2004).

Uno de los roles claves en los que participan estas moléculas es en la proteccion del vegetal
a ataques de patdgenos, parasitos y herbivoros (Domingues et al., 2013). Esto se evidencia
mediante los resultados obtenidos por Lépez-Garcia y colaboradores (2012), donde informaron
sobre la capacidad de la bromelina de inhibir hongos patégenos que causan enfermedades en

cultivos como el maiz, arroz y melon.

La senescencia, proceso en el cual se reciclan estructuras celulares y se produce una
degradacion masiva de macromoléculas para la posterior translocacion de los nutrientes a tejidos
en crecimiento, es un proceso critico para el desarrollo y supervivencia de la planta (Diaz-Mendoza
et al., 2016). Su mecanismo es ampliamente regulado por la actividad proteolitica de serino-
proteasas y cisteino-proteasas. Estas moléculas han sido descritas como las enzimas mas
abundantes asociadas con la senescencia en las hojas, y cambian su concentracion, actividad
proteolitica y localizacién intracelular durante los procesos de senescencia (Breeze et al., 2011,
Diaz-Mendoza et al., 2016; Kidric et al., 2014)

De igual manera, estas enzimas participan en muchos procesos relacionados con el

desarrollo de las caracteristicas fisiol6gicas del organismo. Actlan en procesos tales como el
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mecanismo de ubiquitinizacion/proteasoma, densidad de estomas, fotoinhibicion en el cloroplasto,
muerte celular programada, desarrollo de semillas, movilizacion de nitrégeno durante la
germinacion de las semillas, digestion de insectos en plantas carnivoras, la sefializacion por
brasinoesteroides, el procesamiento de proteinas de reserva durante su acumulacion en semillas,
regulacion de procesos de desarrollo y crecimiento, diferenciacion xilematica, formacion lateral de
raices, desarrollo embrionario y desarrollo del meristemo distal (Beers et al., 2000; Errasti, 2013;
Estelle, 2001; van der Hoorn, 2008).

Actualmente, solo se han aislado proteasas de algunas familias de plantas espermatofitas
(cuadro 2).

Cuadro 2. Familias en las que se han identificado moléculas con actividad proteolitica. Tomado y modificado de

Pérez (2012).

Familia

Referencias

Actinidiaceae

Sharma et al. (2018)

Apocynaceae

Freitas et al. (2007), Shivaprasad et al. (2010), Tomar et al. (2008)

Asclepiadaceae

Liggieri et al. (2009), Trejo et al. (2001)

Asteraceae

Vairo-Cavalli et al. (2005)

Bromeliaceae

Bruno et al. (2008), Hernandez et al. (2003), Maras et al. (2018), Meza-
Espinoza et al. (2018), Moreno-Hernandez et al. (2017), Pardo et al. (2000),
Pérez et al. (2010), Vallés y Cantera, (2018)

Caricaceae

(Kyndt et al., 2007)

Euphorbiaceae

Domsalla 'y Melzig, (2008)

Fabaceae Jinka et al. (2009), Zhang et al. (2006)

Moraceae Corrons et al. (2012), Devaraj et al. (2008), Singh et al. (2008)
Poaceae Martinez, (2007), Yang et al. (2004)

Solanaceae Vallés et al. (2008)

Zingiberaceae

Karnchanatat et al. (2011), Nagarathnam et al. (2010)
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2.4 Aplicaciones industriales de las enzimas proteoliticas

Las proteasas son reconocidas mundialmente por su gran potencial para ser aplicadas en la
industria y como posibles moléculas terapéuticas (Singh et al., 2016a). Estas proteinas son parte
del grupo de las hidrolasas, moléculas que representan hasta el 72.7 % de enzimas que se
comercializan mundialmente. En 2017, su valor de mercado a nivel mundial alcanzo los 7080
millones de ddlares, sin embargo, se prevé una tasa de crecimiento anual (CAGR) del 5.7 %, lo
que elevaria sus valores a 10500 millones de délares en el afio 2024, siendo los principales factores
del crecimiento los avances en ciencia y tecnologia, desarrollo de biorreactores, demanda de
farmacéuticos y fuentes de energia renovables, y el aumento de manufactura en paises en desarrollo
(Allied Market Research, 2018).

De todos los sectores que conforman el mercado de enzimas (alimentos y bebidas,
bioenergia, farmacéutica, biotecnologia y piensos), el sector farmacéutico y la biotecnologia
presentaran el mayor crecimiento durante el periodo 2018-2024, con una tasa de crecimiento anual
del 7.1 % para un total de valor de mercado previsto en 1700 millones de délares en el afio 2024.
La ingenieria genética y prevalencia de desordenes crénicos en la salud de las personas como
cancer, diabetes, intolerancia a la lactosa, alergias e insuficiencia pancreatica son los principales

factores que resultan en este incremento (Allied Market Research, 2018).

Las proteasas son el segundo grupo mas contribuyente al valor total del mercado de las
enzimas. En el afio 2017 su valor estimado fue de 1 890 millones de ddlares y se prevé que alcance
los 2840 millones de ddlares con una tasa de crecimiento anual del 5.8 % en el afio 2024 (Figura
2). Sus principales oportunidades de crecimiento estan orientadas a la industria farmacéutica, con
aplicaciones como anticoagulante, antiinflamatorios, antialergénicos y reparacion del sistema
cardiovascular (Allied Market Research, 2018).
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Figura 2. Tasa de crecimiento anual del mercado de las proteasas. Tomado y modificado de Allied Market

Research (2018).

Actualmente, este mercado esta dominado por las proteasas provenientes de fuentes
microbianas (Singh et al., 2016a), esto debido a su rapido crecimiento y los bajos costos de
extraccion y purificacion (Korfer et al., 2015). De igual manera, los microrganismos son cultivados
de manera sencilla, presentan alta productividad y se pueden modificar mediante ingenieria

genética para aumentar las propiedades cataliticas de sus proteasas (Li et al., 2013)

A pesar de esto, la aplicacidn de enzimas proteoliticas para uso comercial requiere que estas
moléculas mantengan una actividad alta en condiciones no fisioldgicas, como rangos amplios de
pH y temperatura, altos niveles de detergentes y moléculas quelantes como el calcio. La falta de
tales procesos de seleccion en microorganismos durante el desarrollo evolutivo de las enzimas
proteoliticas es culpable de que la gran mayoria de estas moléculas producidas por estos
organismos sean inestables o inactivas frente a tales condiciones (Li et al., 2013).

Ante esta problematica, se ha renovado la investigacion por parte de la industria
biotecnologica y farmacéutica para la busqueda de otras fuentes de enzimas proteoliticas como las
de origen vegetal y animal. De estas, las proteasas vegetales han probado ser més eficientes al
mantenerse estables y activas en condiciones no fisioldgicas (Troncoso et al., 2022) y a diferencia
de las proteasas microbianas, tienden a estar libres de otras actividades secundarias que son

indeseadas en la industria debido a su alta especificidad (Johnson y Jiang, 2005).
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El nimero de proteasas de origen vegetal es limitado. Aun asi, son el segundo grupo mas
contribuyente al mercado de las enzimas con un valor de venta previsto para el 2024 en 2 700
millones de dolares y una tasa de crecimiento del 6.4 % (Allied Market Research, 2018). De ellas,
las de mayor importancia son la papaina, ficina y especialmente la bromelina, que son aisladas de
las especies C. papaya, F. carica y A. comosus, respectivamente (Singh et al., 2016a). Con los
avances en la biotecnologia vegetal, se prevé la caracterizacién de nuevas proteasas con mejores

propiedades para la industria biotecnoldgica y farmaceutica (Feijoo-Siota y Villa, 2011).

Las aplicaciones que se les puede atribuir a las enzimas vegetales son muy diversas. Estas
incluyen la industria alimenticia, ciencia de alimentos y tecnologia, produccion de detergentes,
industria farmacéutica, areas de investigacion, asi como la produccion de bebidas, nutricion animal,
produccion de textiles y tratamiento de cuero, pulpa y papel (Feijoo-Siota y Villa, 2011; Mahajan,
et al., 2015). De éstas, la industria de detergentes y la industria alimenticia son las que mas

contribuyen al mercado de las enzimas (Figura 3).
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Figura 3. Contribucion de las industrias al valor del mercado mundial de las enzimas. Tomado y

modificado de Allied Market Research (2018).

15



2.5 Industria alimenticia

Las proteasas son una parte indispensable en las industrias modernas de alimentos para el
consumo humano y animal (Mahajan et al., 2015). Entre algunas de sus funciones se pueden
mencionar: mejoramiento de las caracteristicas nutricionales, disminucion de la descomposicion,
modificacion de factores como la solubilidad y coagulacion de sustancias, prevencion de cambios
en el olor y sabor, asi como la remocion de moléculas toxicas presentes en los alimentos (Natalucci
et al., 2009).

Para la produccién de quesos, estas enzimas son utilizadas como un coagulante natural, al
hidrolizar los enlaces peptidicos de la caseina para la formacion de macro péptidos que generan la
estructura del cuajo (Singh et al., 2016a). De igual manera, las enzimas proteoliticas son
importantes en el desarrollo del sabor y textura de las distintas variedades de quesos durante el

periodo de maduracion (Feijoo-Siota et al., 2014).

En relacién con la industria panadera, las proteasas se agregan para hidrolizar el gluten, lo
que hace que la masa sea mas uniforme, facil de manejar y a la vez mejora las caracteristicas de la
textura y sabor del pan (Feijoo-Siota y Villa, 2011). Ademas, la hidrdlisis del gluten por parte de
estas enzimas minimiza el efecto alergénico que la proteina genera sobre las personas celiacas
(Heredia-Sandoval et al., 2016).

Por otra parte, la habilidad de las proteasas para hidrolizar las fibras musculares y tejidos
conectivos es utilizada para suavizar carnes (proceso conocido como “tenderizacion”) (Bekhit et
al., 2013), el cual es uno de los principales factores relacionados con la percepcion del sabor y la
satisfaccion del consumidor (Miller et al., 2016). Para este proceso se utiliza la papaina, que
degrada las miofibrillas y proteinas del tejido conectivo. También son utilizadas la ficina y la
bromelina (Bruno, 2007).

Por ultimo, la capacidad proteolitica es aprovechada para la generacién de hidrolizados de
proteinas que poseen gran valor nutricional para la produccion de suplementos alimenticios,
productos para nifios en crecimiento, jugos de fruta y alimentos dietéeticos (Gupta et al., 2003). Este
es uno de los principales factores que llevaran a un crecimiento en los préximos afios de esta
industria, debido a la necesidad y preferencia de los consumidores por alimentos saludables y con

mayor contenido nutricional (Allied Market Research, 2018).
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2.6 Industria farmacolodgica

En la industria terapéutica y farmacologica, las proteasas de origen vegetal son seguras y
no poseen efectos secundarios al ser administradas oralmente (Maurer, 2001). La quimopapaina ha
sido utilizada para tratar enfermedades como la hernia discal mediante la disolucion de sustancias
gelatinosas de origen proteico dentro de los discos vertebrales (Simmons et al., 2001), y para el
tratamiento de la artritis (Brien et al., 2004). También, estas enzimas son utilizadas para promover
la recuperacion de heridas, cicatrices y la regeneracion del epitelio (Chao et al., 2007; Kulkarni et
al., 2019).

La ficina, la papaina y la bromelina son utilizadas como medicamentos para el tratamiento
de inflamaciones crénicas, ya que no presentan los efectos secundarios que generan otras moléculas
como los glucocorticoides (Maurer, 2001; Vaisar et al., 2007). Esto lo hacen mediante la remocién
de moléculas localizadas en la superficie de la célula que afectan la activacion y migracién de los
linfocitos (Hale et al., 2002). Otras acciones farmacoldgicas atribuidas a las proteasas son el
aumento de la absorcién de otros medicamentos y la remocidn de tejidos necrosados y digestivos
(Mahajan et al., 2012; Rosenberg et al., 2014).

Algunas proteasas extraidas de la familia Bromeliaceae poseen actividad antitumoral
mediante el efecto directo sobre el tumor a través de la elicitacion de anticuerpos que promueven
la lisis celular y la citotoxicidad (Serrano et al.,, 2007). Ademas, su demostrado efecto
anticancerigeno, al inducir la autofagia en células de cancer de mama, permiten su implementacion
con terapias modernas para reducir los efectos negativos de la quimioterapia y radioterapia (Bhui
et al., 2010; Dhandayuthapani et al., 2012).

Las enzimas proteoliticas también funcionan en el tratamiento de parésitos
gastrointestinales tanto en humanos como en animales (Feijoo-Siota y Villa, 2011). Estas tienen la
capacidad de degradar la cuticula de los nematodos sin que sean capaces de desarrollar resistencia
a lo largo del tiempo (Behnke et al., 2008). Otras proteasas tienen la capacidad de funcionar como

agentes antimicrobianos y antifungicos (Srilakshmi et al., 2014).
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2.7 Detergentes e higiene personal

El uso de enzimas para la produccion de detergentes y productos de higiene personal
constituye el mayor volumen de moléculas vendidas con un fin industrial. Para el afio 2017,
representd un total del 33.31 % del mercado de enzimas con una proyeccion de un 30,56 % para el
afio 2024 (Allied Market Research, 2018). Estas enzimas son utilizadas como un constituyente
clave para la formulacién de detergentes, ya que mejoran la capacidad de limpieza de soluciones
de uso doméstico y soluciones especificas para el lavado de dentaduras y lentes de contacto
(Baweja et al., 2016; Grbavcic et al., 2011). Las proteasas tienen la capacidad de digerir manchas
producidas por sangre, comida y otras secreciones corporales, son amigables con el ambiente y

acttan en periodos mas rapidos de agitacion y de remojo (Saba et al., 2012).

Las proteasas utilizadas en esta industria deben poseer altas eficiencias en pH alcalinos y
mantenerse activas desde temperaturas frias, para el tratamiento de fibras sintéticas, hasta
temperaturas calientes, para el tratamiento del algodon. La calidad de una proteasa para ser
utilizada en detergentes estd dada por parametros como la capacidad de degradar manchas,
estabilidad en presencia de agentes oxidativos, y compatibilidad con otros componentes como
surfactantes, perfumes y otras enzimas (Korfer et al., 2015). Ademas, al utilizar estas enzimas se

reemplazan quimicos derivados del petr6leo que son contaminantes ambientales.

2.8 Industria del cuero

La utilizacién de enzimas proteoliticas ha mejorado la calidad del procesamiento del cuero
debido a su capacidad para degradar constituyentes diferentes al colageno que se encuentran en la
piel y a la eliminacion de proteinas no fibrilares (Singh et al., 2016a). Este tipo de aplicacion
presenta una alternativa frente a los tratamientos clasicos del cuero que normalmente involucran
quimicos peligrosos y contaminantes que generan problemas ambientales y afectan la vida de los

organismos (Choudhary et al., 2004).

El principal tratamiento en el que actlan las proteasas es el proceso de suavizamiento,
donde se abren las fibras de colageno para que estas puedan actuar sobre moléculas como la elastina
y otras proteinas indeseadas sin comprometer la estructura del colageno. De igual manera, las

enzimas son utilizadas para la remocion completa de pelos directamente del foliculo, las cuales han
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mostrado ser mas eficientes que los métodos quimicos clasicos como el sulfato de sodio, que deja
segmentos de pelos degradados que son indeseados por la industria (Foroughi et al., 2006).

2.9 Familia Bromeliaceae

La familia Bromeliaceae abarca un total de 3747 especies y 82 géneros (Gouda et al., 2023;
Luther, 2008), los cuales se agrupan en 8 subfamilias: Bromelioideae, Navioideae, Hechtioideae,
Tillandsioideae, Brocchinioideae, Lindmanioideae, Pitcarnioideae y Puyoideae (Givnish et al.,
2011). Esta familia es uno de los grupos de plantas con flores més variado segun morfologia,
ecologia y riqueza de especies (Luther, 2008). Son nativas de los tropicos y subtrépicos de

América, con solo una especie descrita en el oeste de Africa (Givnish et al., 2011).

Estas plantas habitan en ecosistemas muy diversos, desde montafias rocosas y frias, hasta
bosques lluviosos y desiertos. El rango de altitud varia desde el nivel del mar, hasta los 4700 m. Su
distribucion comprende paises sudamericanos como Brasil (con el mayor nimero de especies
halladas), Chile y Argentina, asi como Centroamérica y el Caribe, hasta alcanzar el limite norte en
Virginia, en el sudeste de los Estados Unidos (Errasti, 2013).

La mayoria de las especies son epifitas y algunas cuentan con adaptaciones que les permiten
vivir una vida terrestre (Luther, 2008). Estan compuestas de un arreglo foliar en espiral denominado
“roseta”, donde las bases foliares superpuestas funcionan como un reservorio de agua (Errasti,
2013). Las bromelias actGan como un elemento ecoldgico importante en muchas de las
comunidades, al brindar una mayor complejidad al ambiente, lo cual se ve reflejado en un

incremento en la riqueza y diversidad de la flora y fauna asociadas (Versieux y Wendt, 2007).

Como parte de la familia Bromeliaceae se encuentra el género Puya. Este género
comprende alrededor de 228 especies (Gouda et al., 2023) distribuidas desde Costa Rica hasta
Chile y Argentina, por lo que su presencia es exclusiva de la zona neotropical, siendo Peru el pais
con mas diversidad con 73 especies (Romero y Grau, 2009; Zizka et al., 2013). Son plantas
terrestres que se caracterizan por su gran variacion morfoldgica, principalmente en el tamafio de
sus inflorescencias, tamario de las plantas y patrones de ramificacion. Su especie mas representativa
es Puya raimondii, la cual alcanza tamafios aproximados de 12 m de altura (Hornung-Leoni y Sosa,
2008).
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2.10 Familia Bromeliaceae en Costa Rica

Costa Rica es considerado uno de los sitios de mayor diversidad vegetal en el Neotrépico
(Myers et al., 2010). Las bromeliaceas son una de las familias con mayor diversidad de especies
presentes en el pais y contribuye a la diversidad general en las zonas boscosas (Caceres-Gonzalez
etal., 2013).

En el pais se encuentran 198 especies y 18 géneros de esta familia, lo que constituye el 2.4
% de angiospermas del pais (Caceres-Gonzalez et al., 2013). De las mas de 3700 especies, el 5.6
% de ellas esté presente en el pais, 1o que convierte a Costa Rica en la zona méas diversa de América
Central (Luther, 2008).

Costa Rica posee 32 especies endémicas y 36 especies que comparten una distribucién
geogréfica Gnica con Panama. Estas especies se distribuyen en las siguientes subfamilias: 27
especies en la subfamilia Tillandsioideae, cuatro especies de la subfamilia Pitcairnioideae y una

especie de la familia Puyoideae (Caceres-Gonzalez et al., 2013).

2.11 Puya dasylirioides

Dentro de la subfamilia Puyoideae, se encuentra la especie Puya dasylirioides, la cual
pertenece a un género de bromelias terrestres que se encuentran en las regiones montanas de Costa
Rica, Argentina y Chile (Augspurger, 1985). El género se encuentra comunmente en los paramos
de los Andes, pero P. dasylirioides sobresale al ser una de las dos especies del género Puya que
habita fuera de la cordillera de los Andes y ha sido registrada inicamente en Costa Rica (Céceres-
Gonzélez et al., 2013; Smith y Downs, 1974)

La planta tiene forma de roseta con una estructura final de 13 radios de hojas que alcanzan
un didmetro de entre 30 a 40 cm. Sus hojas son rigidas, gruesas, armadas con espinas y estan
recubiertas de una cuticula cerosa. Después de completar su etapa de crecimiento y reproduccion
vegetativa, el meristemo distal se convierte en un meristemo reproductivo. Previo a la floracion,
este meristemo se eleva hasta un metro por encima de las hojas y produce una inflorescencia de
entre 20 a 30 cm conformada por varias flores azules que conforman una bractea (Augspurger,
1985).
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En Costa Rica ha sido reportada en las zonas cercanas al Cerro de la Muerte (Gouda et al.,
2023) a 52 km SE de Cartago y 25 km NO de Villa Mills (9° 38’N, 83° 67°W; 3 km S-SE de
“Salsipuedes™) a elevaciones sub-alpinas de 2100 a 3000 msnm (Smith y Downs, 1974). En dias
soleados de la época seca enfrenta temperaturas maximas de 31 °C y por la noche las temperaturas

descienden por debajo del punto de congelacion del agua (Augspurger, 1985).

2.12 Enzimas proteoliticas en la familia Bromeliaceae

Las especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae se caracterizan por poseer enzimas
proteoliticas en cantidades superiores a las fisiolégicamente necesarias (Errasti, 2013), lo cual
contrasta con la tendencia general de otras especies vegetales en las que la concentracion de estas
enzimas normalmente es baja y dificil de detectar. Estas moléculas son conocidas como proteasas
secundarias o proteasas indispensables y se cree que su funcion esta relacionada con defensa contra

patdgenos o la interaccidn con otras especies vegetales y animales (Bruno, 2007).

Las proteasas de las bromelias tienen un atractivo potencial debido a los multiples usos
biotecnoldgicos (Natalucci et al., 2009). Sin embargo, pese a la diversidad de especies de esta
familia, pocas se han estudiado, principalmente por la inaccesibilidad de sus especies (Bruno,
2007).

Ananas comosus corresponde a la especie mas estudiada, de la cual se obtiene la bromelina.
En un principio, se encontrd esta enzima proteolitica en el tallo y las hojas de la pifia, pero luego
se detectd su presencia en otras especies de bromelias (Maurer, 2001). La enzima purificada es una
cisteino-proteasa acida, perteneciente a la misma familia que la papaina, extraida de la papaya, y
corresponde a una glicoproteina que hidroliza enlaces peptidicos conformados por un residuo

amino terminal de valina y un carboxilo terminal de glicina (del Pezo, 2018).

Posterior al descubrimiento de la bromelina, se estudiaron otras especies pertenecientes a
la subfamilia Bromelioideae (cuadro 3), por lo que esta familia constituye una fuente promisoria

de enzimas proteoliticas que aun no han sido descubiertas.
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Cuadro 3. Enzimas proteoliticas aisladas de plantas pertenecientes a la familia Bromeliaceae.

Especie Enzima Referencia

Hemisfericina Bromelia hemispherica Ochoa et al. (1987)

Pinguinina Bromelia pinguin Payrol et al. (2005)

Karatasina Bromelia plumieri Montes et al. (1990)

Macrodontainas 1 y 11 Pseudananas macrodontes -opez et al. (2000), Nataluccl et
al. (1996)

Balansaina | Bromelia balansae Pardo et al. (2000)

Hieronymaina ly Iy 111 Bromelia hieronymi Bruno et al. (2008)

Fastuosaina Bromelia fastuosa Cabral et al. (2005).

Pendulifloraina I Hohenbergia penduliflora Pérez et al. (2010)
Antiacanthaina A Bromelia antiancantha Vallés y Cantera (2018)

2.13 Técnicas de cultivo in vitro

La gran mayoria de plantas utilizadas para la produccién de proteasas in vivo provienen de
areas de cultivo remotas en zonas tropicales o subtropicales, expuestas a cambios en el uso del
suelo, enfermedades e inestabilidad politica (Gonzélez-Réabade et al., 2011). El requerimiento de
grandes areas de cultivo y el crecimiento lento de las plantas en dependencia de las condiciones
climaticas dificulta el proceso para la produccién répida y a gran escala de proteasas de origen
vegetal (Rani et al., 2012).

La concentracién de enzimas proteoliticas en los tejidos de la planta esta ligada a las
condiciones climaticas del organismo, por lo que su produccidn tiende a ser erratica (Singh et al.,
2016a). Ademas, los periodos largos entre cosecha y la dificultad para seleccionar plantas élite en
la produccion de proteasas hace que por lo general estos productos tiendan a ser mas caros que los

de origen microbiano (Gonzélez-Rabade et al., 2011).

El uso de técnicas de cultivo in vitro permite que las plantas estén aisladas del efecto que
pueden ejercer las variables climatologicas o geogréaficas y su crecimiento es independiente de

factores econdmicos y técnicos relacionados con el cultivo de los terrenos y enfermedades
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(Fernandez y Pomilio, 2003). Esto permite aumentar los rendimientos, homogenizar la produccion,
competir con las proteasas de origen microbiano que se encuentran en el mercado y mejorar la

viabilidad de comercializacion a escala industrial (Gonzalez-Rabade et al., 2011).

Las técnicas in vitro son definidas como un cultivo de 6rganos, células o tejidos de manera
aséptica bajo condiciones fisicas y quimicas controladas. Tales técnicas se aplican para el estudio
del metabolismo, multiplicacion de plantas, embriogénesis, citologia, modificacion genética de
plantas, generacion de organismos libres de patdgenos, conservacion del germoplasma y la

produccion de metabolitos con interés farmacologico e industrial (Thorpe, 2012).

Las especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae se destacan por poseer en la region
basal de sus hojas, zonas con elementos vasculares con capacidad de re-diferenciacion en presencia
de ciertos reguladores de crecimiento. Sumado a esto, su alta capacidad regenerativa se asocia con
la presencia de meristemos axilares presentes en la regidn basal de sus hojas (Guerra y Dal Vesco,
2010).

Durante la fase preparativa para el desarrollo de un protocolo de establecimiento in vitro,
parte de los primeros pasos es la escogencia del explante. Para las bromelias se han utilizado

diversos tejidos iniciales detallados en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Explantes iniciales utilizados para el establecimiento in vitro de plantas pertenecientes a la familia

Bromeliaceae.

Tejido Referencia
Segmentos florales Simao et al. (2016)
Meristemo caulinar Simaéo et al. (2016)

Carneiro et al. (1998), Faria et al. (2018),
Simao et al. (2016)
Arrigoni-Blank et al. (2013), Castro et al.
(2018), Da Silva et al. (2012), Da Silva et al.
(2009), De Oliveira Paiva et al. (2009),
Semillas Escalona et al. (2013), Pérez (2012), Pompelli
y Guerra (2005), Resende et al. (2016),
Rodrigues-Martins et al. (2014), Toledo-
Aceves y Wolf (2008)

Arrabal et al. (2002), Barboza et al. (2004),
Pereira et al. (2008), Saucedo et al. (2008)

Segmentos de hoja

Yemas axilares

Como se observa en el cuadro 4, las semillas han sido el explante més utilizado para el
establecimiento in vitro de plantas de la familia Bromeliaceae. Estas corresponden a los explantes
con mayor potencial de regeneracion debido a su estado juvenil fisiolgico y ontogenético (tejido
embrionario). En términos generales, el uso de semillas mejora la respuesta in vitro en comparacién
con otros tipos de explante, son faciles de desinfectar, poseen elevados niveles de germinacion,
representan una alternativa rapida para la propagacion de estas especies y tienen la posibilidad de
mantener la variabilidad genética de una poblacion natural (Pérez, 2012).

Un protocolo clasico para la desinfeccion de semillas corresponde a lavados con etanol 70
% (v:v) durante 2-5 minutos, seguido por lavados con hipoclorito de sodio (NaClO, 1.5-5 %, v:v)
durante 20-30 minuto. Esto ha permitido obtener porcentajes de germinacion de entre el 92 y 100
% al ser sembradas en medio de Murashige y Skoog (1962) (MS) al 100 % de sales, ya sea en

ausencia o presencia de reguladores de crecimiento (Guerra 'y Dal Vesco, 2010; Pérez, 2012).
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Otro de los pasos fundamentales de la micropropagacion es la multiplicacion o propagacion
in vitro para aumentar la brotacion en los explantes. Esta fase se caracteriza por la determinacion
del ambiente de crecimiento (tipo de recipiente de cultivo), el estado del medio de cultivo
(semisolido o liquido) y el uso de reguladores de crecimiento especificos. En especial, los
reguladores de crecimiento interacttan con las fitohormonas enddgenas de la planta para controlar
el crecimiento y la morfogénesis (George et al., 2008).

Diversos reguladores de crecimiento han sido utilizados para la induccion de organogénesis
en bromelias, entre los que destacan las citoquininas 6-n-bencil aminopurina (BAP), 6-furfuril
aminopurina (kinetina), N-phenyl-N"-(1,2,3-thidiazol-5-yl)urea (TDZ), la auxinas &cido
naftalenacético (ANA) y Picloram (Guerra 'y Dal Vesco, 2010). De las posibles combinaciones de
reguladores de crecimiento, los mejores resultados se obtuvieron con la combinacion de BAP
(concentraciones de 4,4-8,9 umol-L1) y ANA (concentraciones de 1,61-10,74 pmol-L™?) (Pérez,
2012).

El establecimiento y la generacién de biomasa mediante la propagacion vegetal in vitro son
indispensables para una posterior implementacion de sistemas de produccion de enzimas
proteoliticas vegetales. El desarrollo de patentes especificas para especies con capacidad de
produccién de moléculas con potencial industrial o biotecnoldgico es un reto y se deberia

considerar una prioridad institucional.

2.14 Extraccién de enzimas proteoliticas

Para la extraccion de proteasas a partir de érganos con alto contenido de estas moléculas,
se requiere de un proceso inicial de molienda o estrujamiento para obtener el liquido que contiene
las enzimas. ElI método o equipo utilizado depende de la forma y estructura del tejido, pero, segun
el material, han sido utilizados equipos tales como: despulpadoras, prensas de tornillo, extractores
con rodillo giratorio y licuadoras (Briones et al., 2009). Las condiciones de extraccion tienen que
ser sumamente controladas para evitar posibles inactivaciones debido a: oxigenacion excesiva,
altos niveles de tension superficial, interaccion con metales, generacion excesiva de fuerzas de
corte, formacion de espuma y presencia de inhibidores (Briones et al., 2009). Ademas, debido a la
capacidad catalitica de las proteasas de romper los enlaces peptidicos, es indispensable evitar la

auto proteolisis durante la extraccion.
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En el afio 1997, Herndndez y colaboradores disefiaron una metodologia patentada en la que
se emplean protectores del centro activo de las enzimas a un pH cercano al fisioldgico de la planta,
pero alejado del éptimo, esto con la finalidad de evitar la auto proteolisis. Gracias a esta
metodologia, en el afio 2003, Hernandez y colaboradores lograron escalar la produccion de
bromelina a partir de tallos de pifia con rendimientos de hasta 4.85 mg de proteinas por mL de
extracto crudo. Esta metodologia, ademas de su gran importancia para la produccion industrial,
permite la realizacion de extractos crudos o parcialmente purificados (mediante técnicas
cromatograficas) de otras especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae, con el fin de
determinar la estructura de nuevas moléculas, su actividad enzimética y su potencial industrial o

biotecnoldgico.

Posterior a la extraccion de las enzimas proteoliticas, es necesario realizar pasos de
purificacion (parcial o completa) para continuar con el proceso de caracterizacion de las moléculas.
Al no existir metodologias Unicas, la purificacion se realiza mediante distintas técnicas, entre las
que destacan: cromatografias, ultrafiltracion, precipitacion y técnicas electroforéticas como
zimogramas Yy electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE)
(Safarik y Safarikova, 2004).

Una vez que se tienen los extractos parcialmente purificados, se intenta realizar la
identificacion de la proteina de interés mediante su masa molecular y secuencia de aminoacidos
(Pérez, 2012). El método mas sensible y seguro para obtener la masa molecular de una proteina es
la espectrometria de masas, debido al uso de la técnica de ionizacién conocida como
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) (Obregon et al., 2009). Al obtener la
estructura primaria de la proteina de interés, se procede a establecer el grado de similitud de la
proteina aislada mediante la comparacion en las bases de datos de secuencias de aminoacidos y
nucleétidos de enzimas similares (Pérez, 2012). El uso correcto de estas herramientas permite

determinar si la proteina aislada corresponde a una nueva molécula no descrita para la literatura.

2.15 Efecto del pH y temperatura en la actividad y estabilidad de las enzimas proteoliticas.

Para identificar los factores que afectan la cinética enzimatica es necesario realizar ensayos
variando factores tales como: pH, concentracion de enzima, concentracion de ligandos,

temperatura y fuerza ionica (Pérez, 2012). En especial, el pH y la temperatura son dos factores que
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definen qué tan adecuada es una molécula proteolitica para su uso en la industria. En particular, las
proteasas a utilizar deben poseer altas eficiencias en pH alcalinos y mantenerse activas a
temperaturas frias y calientes para el tratamiento de fibras sintéticas y algodén, respectivamente
(Korfer et al., 2015).

Por lo general, la actividad de una enzima varia en dependencia del pH en el que se
encuentra, lo que tiene relacion con el compartimiento en el que estén localizadas y como son
afectadas por inhibidores o activadores endogenos (Van Der Hoorn y Jones, 2004). Debido a que
las plantas de la familia Bromeliaceae producen enzimas proteoliticas en cantidad elevadas y
generalmente estan relacionadas a defensa contra patdgenos, tales moléculas presenten una elevada
estabilidad frente a variaciones en pH y temperatura, amplia especificidad de sustrato y la ausencia
de una tendencia autolitica (Bruno, 2007), caracteristicas que son deseadas para su uso en la

industria.

El pH tiene efectos diversos sobre la velocidad de reaccion y actividad enzimatica de una
proteasa. El realizar estudios sobre el efecto del pH permite elucidar informacién sobre el modo de
accion de la enzimay los grupos que conforman su centro activo (Pérez, 2012). Los resultados de
diversas investigaciones relacionadas con la estimacion del pH 6ptimo de proteasas aisladas de
bromelias, mostraron rangos que variaron desde 4.0 a 9.4 (Bruno et al., 2008; Grzonka et al., 2001,
Maras et al., 2018; Meza-Espinoza et al., 2018; Moreno-Henandez et al., 2017; Pardo et al., 2000;
Pérez et al., 2010; Vairo-Cavalli et al., 2005; Vallés y Cantera, 2018).

En el caso de la temperatura, un incremento en sus valores suele relacionarse con un
aumento en la velocidad de las reacciones enzimaticas; sin embargo, valores muy elevados pueden
afectar la estabilidad estructural de la enzima. La pérdida de la actividad catalitica depende de su
capacidad de mantener su estructura tridimensional dada por enlaces no covalentes débiles (Pérez,
2012). En el caso de enzimas aisladas de especies de la familia Bromeliaceae, se ha determinado
que tienen la capacidad de mantener gran actividad en rangos de temperatura que abarcan desde
los 25 a 70 °C (Meza-Espinoza et al., 2018; Moreno-Henandez et al., 2017; Pardo et al., 2000;
Pérez et al., 2010; Vallés y Cantera, 2018).
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3. Marco Metodoldgico

3.1 Areas de estudio:

El material vegetal fue recolectado en una zona localizada en la Cordillera de Talamanca,
dentro del Parque Nacional Tapanti-Macizo de la Muerte (coordenadas geogréaficas aproximadas
9°39°36.19°” Ny 83°50°57.64°> W). Corresponde a un ecosistema humedo de tipo turbera ubicado
en el margen izquierdo de la carretera Interamericana, km 69 del distrito de Copey de Dota, San
José. En el area predominan especies de musgos del género Sphagnum. La topografia de la zona es

plana con una altura promedio de 2718 m.s.n.m.

La parte experimental del proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de
Plantas de la Universidad Nacional de Costa Rica

(https://www.biologia.una.ac.cr/index.php/laboratorios/lab-biotecnologia-plantas). Este

laboratorio ha estado involucrado en la implementacion de cultivo de tejidos vegetales y la
caracterizacion molecular de plantas mediante cddigos de barras genéticos. El grupo ha generado
contribuciones al analisis de la diversidad del género Vanilla en Costa Rica, mediante marcadores
moleculares y secuenciacién de ADN, estableciendo colaboraciones tanto a nivel nacional como

internacional.

3.2 Organismo experimental:

Puya dasylirioides (Figura 4) es una especie monocotiledonea perteneciente a la familia
Bromeliaceae, orden Bromeliales, clase Liliopsida y division Magnoliophyta. Constituye una
especie que conforma poblaciones densas en turberas y sabanas de la Cordillera de Talamanca a

una altitud entre los 2600 y 3005 msnm.
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Figura 4. Planta joven de Puya dasylirioides.

3.3 Muestreos:

Se realizaron dos muestreos en la turbera localizada en las coordenadas 9°39°36.19”” N y
83°50°57.64”> W en los meses de julio (durante la floracion) y noviembre (posterior a la floracién)
del afio 2021. En cada uno de los muestreos se recolecté una planta elegida al azar de entre 40 y
45 cm de didmetro. Las plantas completas se extrajeron con una pala y se colocaron en bolsas de
plastico debidamente rotuladas para su transporte. En el laboratorio, las muestras se mantuvieron
en condiciones ambientales hasta los experimentos de establecimiento in vitro y extraccién

enzimatica.

Durante el muestreo de julio se recolectaron aproximadamente 20 capsulas de semilla de
una inflorescencia madura escogida al azar. Estas semillas fueron trasladadas en bolsas de

polietileno al area de trabajo para los posteriores experimentos de germinacion.

29



Cabe resaltar que el acceso a la zona de muestreo y la colecta del material vegetal se realiz6
mediante el amparo de la Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad (CONAGEBIO)
mediante el permiso otorgado en el expediente CM-UNA-007-2021.

3.4 Determinacion de un protocolo de desinfeccion para el establecimiento in vitro de plantas
de Puya dasylirioides:

Con la finalidad de determinar el protocolo de desinfeccion més favorable para el
establecimiento in vitro de P. dasylirioides, se realiz6 un experimento donde se evalud el efecto de
la exposicion de explantes a distintas concentraciones de NaClO y distintos periodos de tiempo.
Los explantes utilizados fueron semillas (Figura 5), segmentos distales y basales de la hoja, los

cuales fueron obtenidos durante el muestreo en el mes de julio.

/

Figura 5. Semilla con cubierta alada de Puya dasylirioides.

En el laboratorio, el proceso de desinfeccion para los tres explantes fue el siguiente:
enjuagues con agua de tubo durante 20 minutos seguido de lavados con agua y 20 ml de jab6n
liquido antibacterial (Protex ®) + Tween 20 durante 15 minutos en agitacion. Luego, los explantes
se colocaron en una solucion de etanol 70 % (v:v) durante 30 segundos y se procedié con la
aplicacion del correspondiente proceso de desinfeccion con NaClO segun el tratamiento asignado.
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Finalmente, se realizé un lavado con una mezcla de fungicidas Microthiol® (Cerexagri, Mourenx,
Francia) y Agrimicina® (Pfizer, Toluca, México) a una concentracion de 1 mg/L durante 10
minutos. El excedente de NaClO y la solucion fungicida se eliminé con cinco y tres lavados con
agua destilada estéril por un minuto, respectivamente. Del proceso de desinfeccion, solo se vario
la concentracion de NaClO y el tiempo de exposicidn, lo cual dio origen a los tratamientos descritos
en el cuadro 5.

Cuadro 5. Tratamientos de desinfeccion para el establecimiento de semillas y segmentos de hoja de Puya

dasylirioides.
Tratamiento Semillas Segmentos de hoja distal Segmento de hoja basal
) Tiempo de )
NaClO (%) Tlerr-1p-c? de NaClO (%) exposicion NaClO (%) T|en-1p-(? °
exposicion (s) © exposicion (s)

1 0 30 0 30 0 30
2 0 60 0 60 0 60
3 1 30 1 30 1 30
4 1 60 1 60 1 60
5 2.5 30 2.5 30 2.5 30
6 2.5 60 2.5 60 2.5 60
7 5 30 5 30 5 30
8 5 60 5 60 5 60
9 10 30 10 30 10 30
10 10 60 10 60 10 60
11 20 30 20 30 20 30
12 20 60 20 60 20 60

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con 10 repeticiones por
tratamiento para las semillas y ambos segmentos de hoja. Para los segmentos de hoja de la parte

distal y basal (Figura 6) se utilizd un tamafio aproximado de 1 cm?.
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Figura 6. Hoja de Puya dasylirioides dividida en zona basal y zona distal.

Cada uno de los explantes se sembré en tubos de cultivo de 15 cm de altura, 2.5 cm de
diametro y 73.6 mL de volumen, los cuales contenian 10 mL de medio MS al 100 % de sales
complementado con 30 g/L de sacarosay 7 g/L de agar y un pH de 5.8. El medio fue esterilizado
con una autoclave marca YTM modelo C3 a una presion de 1.03 kg/cm? y temperatura de 121°C
durante 25 minutos. Para facilitar la identificacion del tipo de explante se utilizd colorante

comestible marca Vainol.

Los cultivos fueron colocados en una incubadora marca Jeiotech modelo GC-1000TLH con
condiciones controladas de temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 16 horas luz a 6000 lux
equivalentes a 146.34 pmol/m2/s PPFD (densidad de flujo de fotones fotosintéticos).
Posteriormente, a las dos semanas se evalud la presencia/ausencia de contaminacion total,
contaminacion fangica y contaminacion bacteriana. El andlisis estadistico se realiz6 mediante una
regresion logistica debido a que las variables a evaluar fueron de tipo binomial. El analisis
estadistico se realizo utilizando el programa Minitab 19 Statistical Software.
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3.5 Tipo de recipiente y concentracion de BAP para el establecimiento in vitro de explantes

de Puya dasylirioides

Con el fin de determinar el mejor recipiente y la concentracion de reguladores de
crecimiento mas adecuados para el desarrollo de material aséptico in vitro, se evalud la exposicion
de explantes a distintas concentraciones de BAP (6-bencilaminopurina) y a dos ambientes de
crecimiento (tipo de recipiente). Los explantes utilizados fueron segmentos de hojas de la parte
distal, segmentos de hoja de la parte basal y semillas que se obtuvieron en el muestreo de julio. Los

tratamientos a los que fueron expuestos los explantes se detallan en el cuadro 6.

Cuadro 6. Tratamientos para el establecimiento de semillas y segmentos de hoja de Puya dasylirioides.

Tratamiento Segmento de hoja basal Segmento de hoja distal Semillas
BAP (mg/L) Recipient BAP (mg/L) Recipient BAP (mg/L) Recipie
ede e de nte de
cultivo cultivo cultivo
1 0 Gerber 0 Gerber 0 Gerber
2 0 Tubo 0 Tubo 0 Tubo
3 0.25 Gerber 0.25 Gerber 0.25 Gerber
4 0.25 Tubo 0.25 Tubo 0.25 Tubo
5 0.5 Gerber 0.5 Gerber 0.5 Gerber
6 0.5 Tubo 0.5 Tubo 0.5 Tubo
7 1 Gerber 1 Gerber 1 Gerber
8 1 Tubo 1 Tubo 1 Tubo
9 2 Gerber 2 Gerber 2 Gerber
10 2 Tubo 2 Tubo 2 Tubo
11 4 Gerber 4 Gerber 4 Gerber
12 4 Tubo 4 Tubo 4 Tubo

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con 10 repeticiones por
tratamiento para los explantes semilla y ambos segmentos de las hojas. Independientemente del
tratamiento, los cultivos se sembraron en 10 ml de medio dentro de frascos tipo Gerber de 7 cm de
didmetro y volumen de 60 mL o tubos de cultivo de 15 cm de altura, 2.5 cm de diametro y 73.63
ml de volumen. Se les aplicd el proceso de desinfeccion que brindé mejores resultados en el

experimento previamente detallado en la seccién 3.4. El medio utilizado fue el MS al 100 % de

33



sales complementado con 30 g/L de sacarosa, 7 g/L de agar. El pH de las soluciones de los medios
se ajustd a 5.8 antes de su esterilizacion en una autoclave marca YTM modelo C3 a una presion de
1.03 kg/cm? y una temperatura de 121°C durante 25 minutos. Para facilitar la identificacion del
tipo de explante se utilizo colorante comestible marca Vainol. Los cultivos fueron colocados en
una incubadora marca Jeiotech modelo GC-1000TLH con condiciones controladas de temperatura
de 25 °C y un fotoperiodo de 16 horas luz a 6000 lux equivalentes a 146.34 umol/m2/s PPFD.

A los dos meses se evalud el porcentaje de germinacion. Para los explantes de las hojas, se

evaluaron las variables nimero de brotes y raices, y el estado general del brote (vivo 0 muerto).

El anélisis estadistico para las variables nimero de brotes y raices, longitud de brotes y
raices se realiz6 mediante la aplicacion de un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial y
pruebas post-hoc para identificar diferencias entre grupos utilizando el programa R Studio versién
1.3.1093. Se tomd en consideracion los valores de normalidad, homocedasticidad y balance de los

datos para decidir el andlisis a aplicar.

3.6 Ensayo de Plackett-Burman para la deteccion de factores influyentes en el crecimiento,
multiplicacién y estado de explantes de Puya dasylirioides.

Los disefios de Plackett-Burman son una metodologia utilizada en primeras fases de
experimentacion para identificar los factores que tienen mayor influencia sobre variables
previamente definidas. En este experimento se buscd determinar si algunas variables como la
agitacion, volumen de medio, porcentaje de sales en el medio MS (%) y diversos reguladores de
crecimiento generaban un impacto positivo en el crecimiento y multiplicacion de explantes in vitro.

Los factores utilizados y sus respectivos niveles se detallan en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Disefio del experimento Plackett-Burman con los diferentes reguladores de crecimientos y demas factores
que fueron aplicados a explantes en crecimiento de Puya dasylirioides en condiciones in vitro. Placa compuesta de 8

factores y 12 corridas.

BAP ANA Kinetina 2iP Metatopolina | Volumende | % Medio | Agitacién
(mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) medio (mL) MS (rpm)
1 0 1 0 0 5 50 60
1 1 0 1 0 5 100 60
0 1 1 0 1 5 100 0
1 0 1 1 0 10 100 0
1 1 0 1 1 5 50 0
1 1 1 0 1 10 100 60
0 1 1 1 0 10 50 0
0 0 1 1 1 5 50 60
0 0 0 1 1 10 100 60
1 0 0 0 1 10 50 0
0 1 0 0 0 10 50 60
0 0 0 0 0 5 100 0

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones por
tratamiento. Como explante se utilizaron plantdlas in vitro de un 1 cm de longitud, los cuales se
pesaron antes de ser sembradas en el medio. Los cultivos se inocularon en medio MS liquido
contenido en frascos tipo Gerber de 7 cm de diametro y volumen de 60 mL segun el tratamiento.
El medio utilizado fue el MS al porcentaje de sales correspondiente segun el tratamiento,
suplementado con 30 g/L de sacarosa. Previo a la esterilizacion, el pH se ajustd a 5.8. Las
condiciones de esterilizacion y crecimiento fueron las mismas que las indicadas en la seccion 3.5.
Para la agitacion de los cultivos se utilizé un agitador marca Scientific Industries modelo Genie-
Temp-Shaker300.

A los dos meses, se evalud el nimero de raices, numero de brotes, peso fresco, longitud
total, contaminacion total y estado general de la planta. El analisis estadistico se realizd con el

programa Minitab 19 Statistical Software (2019) mediante un analisis factorial.
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3.7 Ensayo de multiplicacion de plantas establecidas in vitro de Puya dasylirioides utilizando

diversos reguladores de crecimiento en medio semisolido.

Con el objetivo de establecer un procedimiento de multiplicacion de las plantas establecidas
in vitro, se realizé un experimento para identificar el efecto de diversos reguladores de crecimiento
en la tasa de multiplicacion, crecimiento y supervivencia de plantas con cortes longitudinales. Los

tratamientos utilizados se detallan en el cuadro 8.

Cuadro 8. Disefio del experimento para la multiplicacion in vitro de explantes de Puya dasylirioides mediante la

exposicion a diversas concentraciones de reguladores de crecimiento.

Tratamiento BAP (mg/L) Kinetina (mg/L) 2iP (mg/L) Metatopolina (mg/L)
1 0 0 0 0
2 0.5 0 0 0
3 1 0 0 0
4 2 0 0 0
5 0 0.5 0 0
6 0 1 0 0
7 0 2 0 0
8 0 0 0.5 0
9 0 0 1 0

10 0 0 2 0
11 0 0 0 0.5
12 0 0 0 1
13 0 0 0 2

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con ocho repeticiones por
tratamiento. Los explantes utilizados fueron segmentos de tallo de plantas previamente establecidas
in vitro a las cuales se les hizo cortes longitudinales desde la zona distal hasta la zona basal (Figura
7). Los explantes de aproximadamente 1.5 cm se pesaron en una balanza electronica marca AND
modelo EJ-610. Los cultivos se sembraron en 30 mL de medio MS al 100 % de sales contenido en

frascos tipo Gerber de 7 cm de didmetro y volumen de 60 mL y complementado con 30 g/L de
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sacarosa, 1.9 g/L de phytagel y los respectivos reguladores de crecimiento (Cuadro 8). El pH de la
solucidn se ajusto a 5.8 antes de su esterilizacion. Las condiciones de esterilizacion y crecimiento

de las vitroplantas fueron las mismas que las indicadas en la seccion 3.5.

Figura 7. Explante de Puya dasylirioides con corte vertical.

Cada mes durante un periodo de cuatro meses, se evalud el porcentaje de supervivencia, el
namero de raices y brotes, la longitud total, el peso fresco y estado general de la planta. EI analisis
estadistico se realizé mediante el uso de una ANOVA de una viay pruebas post-hoc para identificar
diferencias entre grupos utilizando el programa R Studio versién 1.3.1093. Se tomO en
consideracion los valores de normalidad, homocedasticidad y balance de los datos para decidir el

analisis a aplicar.
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3.8 Extraccion y cuantificacion de proteasas y proteinas totales de tejidos de plantas silvestres
de Puya dasylirioides

La extraccion de las proteasas se realizo siguiendo la metodologia patentada por Hernandez
y colaboradores (2003). Para esto, se utilizo un buffer que protege los grupos tiol (atomo de azufre
y atomo de hidrégeno) del centro activo de las enzimas y un pH acido para minimizar la protedlisis,
(anexo 3).

Con el fin de determinar la parte de la planta con la mayor concentracion y actividad
proteolitica, la extraccion de proteasas de plantas silvestres se realiz6 con tejidos de hoja (parte
basal y distal de la hoja) y tallo. EI material vegetal fue recolectado en julio y noviembre del 2021.
Los materiales recolectados se mezclaron para evitar diferencias en los resultados en base a la

estacion del afo.

La extraccion de proteasas se realizd por triplicado en cada uno de los tejidos, y el liquido
obtenido fue almacenado en tubos Falcon de 50 mL en un congelador a -80 °C marca Thermo
Scientific modelo EM 4980 hasta su posterior uso. Estos extractos fueron llamados extractos
crudos. La cuantificacion de la proteina se realiz6 mediante el método de Lowry y colaboradores
(1951) en microplacas de 96 pozos. Pasados 30 minutos de la reaccion, se leyo la absorbancia en
un espectrofotdbmetro marca Thermo Varioskan Lux VLBLOODO a una longitud de onda de 595
nm. Para la cuantificacion se utilizé una curva patrén de albumina de suero bovino 1 mg/mL en un
rango de concentraciones de 0 a 0.5 mg/mL (rango lineal en microplaca). Todas las muestras
incluida la curva patron se leyeron por duplicado.

3.9 Purificacion parcial y concentracion de proteinas de los extractos crudos de Puya

dasylirioides con etanol.

Para la purificacion parcial de las proteinas se realizé un fraccionamiento de los extractos
crudos utilizando etanol frio. Este proceso se les realizo a los tres tipos de muestras vegetales (parte
basal y distal de la hoja y tallo). Inicialmente, las tres repeticiones generadas en la seccion 3.8 se
mezclaron en un mismo tubo Falcon de 50 ml. En un nuevo tubo Falcon de 50 ml, se depositaron

10 ml del extracto crudo, a los cuales se les afiadio lentamente un volumen de etanol 95 % (v:v)
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frio (-20°C) en una relacion 1:1. La solucion se dejo reposar por 30 minutos a 4°C y se centrifugd
a 6962 g durante 20 minutos a 4°C en una centrifuga marca Thermo Scientific ST8R.

El sobrenadante se recuperd y el proceso se repitio tres veces mas hasta obtener cuatro
fracciones. El precipitado (preparado proteolitico parcialmente purificado) obtenido en cada
fraccion fue resuspendido en 2 mL de agua destilada para su concentracion. Este proceso se realizd
por triplicado para cada tejido. Después, las tres repeticiones por tejido se mezclaron para usarse
después como muestra compuesta. La concentracion de proteinas se cuantifico en cada una de las

mezclas utilizando la misma metodologia de la seccién 3.8.

3.10 Determinacion de la actividad enzimatica de los extractos crudos y parcialmente

purificados de Puya dasylirioides.

Para determinar si existen diferencias entre la actividad enzimética de los tejidos de la
planta silvestre se realiz6 una determinacion mediante el método utilizado por Natalucci et al.
(1996) y después por Pardo et al. (2000) con modificaciones. Inicialmente, en tubos de
microcentrifuga de 2 mL se incubd 0.5 mL de caseina (Thermo Scientific Applied Biosystems) al
1 % (m/v) en una solucion tamponada de fosfatos (pH 7.0) durante 10 minutos en un bloque seco
marca Torry Pines Scientific Inc a 37 °C. Para llevar a cabo la reaccion, se adicioné 0.1 mL del
extracto crudo o fraccién parcialmente purificada y toda la mezcla se dejé reposando 30 minutos
en el bloque seco a la misma temperatura. Para detener completamente la reaccion se adicionaron
1.4 mL de &cido tricloroacético (TCA) al 5 % y se dejé reposar en frio durante 20 minutos. Los
tubos con las muestras se centrifugaron 15 minutos en una microcentrifuga marca Thermo
Scientific ST8R a 7000 g. Del sobrenadante se tomd 1 mL y se colocé en tubos de microcentrifuga
de 1.5 mL. El control negativo o blanco se preparé fuera del bloque seco en el siguiente orden: 0.5
mL de caseina al 1 % (m/v) en tampdn de buffer de fosfatos pH 7.0, 1.4 mL TCA y 0.1 mL de
enzima. De los tubos se tomaron 0.3 mL, se cargaron en una microplaca de 96 pozos por triplicado
y se realizd una lectura a 280 nm en un espectrofotometro marca Thermo Varioskan Lux
VLBLOODO en placas de cuarzo. Se definié una unidad arbitraria llamada unidad de actividad
caseinolitica especifica (Ucas/mg) la cual corresponde a la cantidad de proteina que produce un
incremento de una unidad de absorbancia respecto al blanco en las condiciones del ensayo

(Natalucci et al., 1996; Moreno-Hernandez et al., 2017). Cabe destacar que para verificar que los
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ensayos enzimaticos se realizaron de una manera adecuada se utiliz6 como control positivo un

extracto de pifia debido a su ya conocida actividad proteolitica.

3.11 Determinacién de la actividad enzimatica dptima bajo distintos rangos de temperatura

y pH

Para analizar la capacidad de las enzimas proteoliticas presentes en los extractos crudos de
P. dasylirioides de mantenerse activas en diferentes condiciones no fisioldgicas, se realizaron
ensayos enzimaticos variando la temperatura y pH en el proceso de incubacién. Basado en
resultados de secciones anteriores y por disponibilidad de material se utilizo la fraccién 1 del tallo

para todos los ensayos realizados en esta seccion.

El efecto del pH en la actividad enzimatica fue evaluado en un rango de 6 a 10. El efecto
de la temperatura sobre la actividad enzimatica se evalué mediante la incubacién de la reaccion a
un pH de 7 en un rango de temperaturas de 27 a 67 °C. Todos los ensayos enzimaticos se realizaron
por triplicado utilizando la misma metodologia detallada en la seccion 3.10. Para determinar el
efecto del pH y la temperatura sobre la actividad proteolitica, se consideré como el 100 % de
actividad el valor mas alto obtenido en los ensayos. A partir de este valor, se calculo el porcentaje

de actividad catalitica residual.

3.12 Zimografia y densitometria.

Con el objetivo de identificar la presencia de enzimas proteoliticas en extractos crudos y
fracciones parcialmente purificadas se utilizé la técnica de zimografia. Esta técnica permite
visualizar en un gel de poliacrilamida copolimerizado con gelatina, las manchas producidas por la

actividad proteolitica de las enzimas presentes, sin la necesidad de purificarlas.

Para esto, se utilizé el kit Invitrogen Novex Zymogram gels (Thermo Fisher Scientific) el
cual contiene geles de tris-glicina-gel, 10 % de acrilamida y copolimerizado con 0.1 % de gelatina.
La electroforesis se realizd mediante una corrida a 125 V durante 85 minutos en una solucion
tampon de corrida 1X Tris-Glycina SDS y una fuente de poder Probiotek. Como marcador de peso
molecular se utiliz6 el Precision Plus Protein (500 pl) (Bio-rad). Posterior a la corrida

electroforeética el gel se lavo por 30 minutos en buffer de renaturalizacion (Novex™ Zymogram
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Renaturing Buffer (10X)) a temperatura ambiente con agitacion constante. Posteriormente, se
incub6 dos veces por 30 minutos a temperatura ambiente en buffer de desarrollo (Novex™
Zymogram Developing Buffer (10X)). Seguidamente, se realiz6 una incubacion “overnight” a 37
°C en una incubadora marca Labnet International modelo 211 DS. El exceso de buffer se elimino
con dos lavados de 5 minutos con agua destilada. Para confirmar la presencia de actividad
enzimética el gel se tifid con Imperial Protein Stain (Thermo Fisher Scientific) por 3 horas a
temperatura ambiente, para finalizar con una decoloracion “overnight”. La visualizacion de la
actividad proteolitica (manchas blancas en el gel) se llevo a cabo en un transiluminador marca
Enduro GDS (Labnet, Edison, NJ).

Para determinar la actividad enzimética segun la intensidad de las bandas se utiliz6 la
técnica de densitometria. Las fotos tomadas en el transiluminador fueron analizadas mediante el
programa Image J (Schneider etl., 2012). Se realizd una normalizacion segun la cantidad de
proteina cargada en cada pozo del gel al dividir el area del pico obtenido mediante Image J entre

la cantidad de proteina.

3.13 Caracterizacién molecular de los extractos crudos y fracciones parcialmente purificadas
mediante SDS-PAGE.

La masa molecular aparente de las proteinas de los extractos crudos y las fracciones
parcialmente purificadas se determind con la técnica de SDS-PAGE. La mezcla de reaccion se
realizd a partir de 56 puL de muestra, 20 pL de buffer de carga Laemmli 4X (Laemmli, 1970) y 8
pL de DTT (Dithiothreitol). Las muestras se incubaron por 3 minutos a 85 °C. Se utilizaron los
geles de marca Kit Novex 4-20 Tris-Glycine Wedgewell 10 Well en los cuales se cargaron 50 pL
de mezcla de reaccion y 7 uL de marcador molecular marca Precision Plus Protein (Bio-rad). El
gel se corrio a 225 V por 40 minutos. Pasado este tiempo, el gel se lavo tres veces con agua destilada
y se tifio durante 3 horas con Imperial Protein Stain (Thermo Fisher Scientific), para finalizar con
una decoloracion “overnight”. Se tomaron fotos del gel utilizando un transiluminador marca

Enduro (Labnet, Edison, NJ).
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3.14 Uso de HPLC para la purificacion de proteinas a partir de los extractos parcialmente
purificados.

Con el objetivo de realizar una separacion de las proteinas presentes en los extractos
parcialmente purificados se utilizé el equipo Jasco MD-4010 (detector de arreglo de fotodiodos)
en conjunto con una columna Ultra C18 con dimensiones de 150 x 4.6 mm. Como solventes se
utilizaron acetonitrilo con TFA al 0.1 % y agua con TFA al 0.1 %. Inicialmente se realiz6 una
clarificacion de la muestra mediante una centrifugacion a 16600 g utilizando el equipo Thermo
Scientific ST8R. Se realiz6 una prueba inicial con 150 pL de muestra. Pasada la primera corrida,
250 pL de muestra se cargaron en la columna y se asigné un tiempo de corrida de 30 minutos, en
el cual el proceso de elucion de las proteinas fue monitoreado a 215 y 280 nm. Este proceso se
realizd por duplicado y cada uno de los picos seleccionados fue colectado en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL. El secado de las muestras se realiz6 en un concentrador de vacio de la

marca Thermo Scientific modelo Savant DNA 120.

3.15 Caracterizacion molecular de los picos cromatograficos mediante SDS-PAGE y escision

de las bandas de interés.

La masa molecular aparente de las proteinas purificadas mediante HPLC fue determinada
mediante la técnica de SDS-PAGE. La mezcla de reaccion consistio en 26 pL de muestra, 10 pL
de buffer de carga Laemmli 2X (Laemmli, 1970) y 4 uL de DTT (Dithiothreitol). Las muestras se
incubaron a 85 °C por un minuto. Para visualizar las bandas de interés, se utilizaron geles de marca
Kit Novex 4-20 Tris-Glycine Wedgewell 10 Well en los cuales se cargaron 35 pL de mezcla de
reaccion y 7 uL de marcador molecular marca Precision Plus Protein (Bio-rad). Para el tiempo de

corrida y el proceso de tincion se siguié el mismo procedimiento detallado en la seccion 3.13.

Seguidamente, con una punta de micropipeta de 1000 pL se separaron las bandas de interés
del gel. Se tomaron cuatro bandas, las cuales fueron elegidas segun la intensidad de la banda y la
masa molecular aparente. Las bandas se colocaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL con 10
pL de agua destilada para evitar su desecacion. Las muestras se almacenaron en refrigeracion hasta

Su posterior uso.
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3.16 Espectrometria de masas y comparacion con bases de datos UniProt.

Con el fin de confirmar la presencia de enzimas proteoliticas en los extractos purificados
se utilizo la técnica de espectrometria de masas. Para esto, las muestras se enviaron al Laboratorio

de Protedmica del Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica.

El anélisis de las muestras consistio en una digestion con tripsina y una posterior corrida en
un sistema de espectrometria de masas por cromatografia de nanoliquidos (nLC-MS/MS).
Mediante este proceso se lograron obtener secuencias de péptidos que fueron comparadas con las
bases de datos publicas de UniProt mediante el programa PEAKS X (Bioinformatics Solutions Inc,
Canada).

Se utilizé una “tasa de descubrimiento falso” (FDR) no mayor a 1 %, y un valor estadistico
de -10 IgP > 30. Esto para aumentar la confiabilidad en la identificacién o concordancia entre los

péptidos y las bases de datos.

4. Resultados

4.1 Determinacion del protocolo de desinfeccion para el establecimiento in vitro de plantas de
Puya dasylirioides.

El porcentaje de contaminacion durante el ensayo varié en dependencia del tejido utilizado
para realizar el establecimiento (Figura 8). La parte distal de la hoja fue la que presentd mayor
porcentaje de contaminacion con un 95 % de los explantes contaminados, siendo los hongos la
fuente predominante de contaminacién. La parte basal de la hoja presentd un 82.5 % de explantes
contaminados, de los cuales 65.65 % fueron afectados por hongos, 21.21 % por bacterias y los
restantes por una mezcla de ambos. Las semillas fueron el explante con menor porcentaje de
contaminacion con un 47.5 %, donde las bacterias fueron los principales organismos

contaminantes.
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Figura 8. Contaminacion observada en explantes de Puya dasylirioides en respuesta a los tratamientos de

hipoclorito de sodio y tiempo de exposicién. La descripcion de los tratamientos se presenta en el Cuadro 5.

Al realizar el analisis mediante regresion logistica, se logré apreciar que a medida que
aumenta el porcentaje de NaClO utilizado, disminuye la probabilidad de contaminacion de las
semillas, pasando de una probabilidad cercana del 80 % a una probabilidad cercana al 20 % (Figura
9), alcanzandose hasta un 100 % de descontaminacion en los tejidos de los tratamientos 7, 8 y 10.
Independientemente del tratamiento utilizado, la probabilidad de contaminacion en las zonas distal
y basal de la hoja fue de 95 (anexo 4) y 83 % (anexo 5), respectivamente. Para los siguientes
experimentos se decidid utilizar el tratamiento 8, correspondiente a una exposicion de 60 segundos

a una solucién con 5 % de NaClIO.
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Figura 9. Curva de regresion logistica para la determinacion de la probabilidad de contaminacion de

semillas de Puya dasylirioides segun el tiempo de exposicién y la concentracion de hipoclorito de sodio.

4.2 Tipo de recipiente y concentracién de BAP para el establecimiento in vitro de explantes

de Puya dasylirioides.

Los altos indices de contaminacién encontrados en la zona distal y basal de la hoja
ocasionaron la muerte del 77.5 % y 65.5 % de los explantes, respectivamente. Los restantes
explantes, a pesar de mantenerse en buen estado, no mostraron ningun tipo de respuesta frente al
tipo de recipiente o la concentracion de BAP, al no formar raices o brotes. En el caso de las semillas,
se presentd un 16.66 % de contaminacion y un porcentaje de germinacion del 53.75 % 45 dias
posterior a la siembra de los explantes en el medio de cultivo (Fig, 10). No hubo diferencias
significativas en el porcentaje de germinacién entre los diferentes tratamientos evaluados en este
ensayo (p-value = 0.4219, df = 11) con respecto al control, lo cual es indicativo de que la
concentracion de BAP o el tipo de recipiente utilizados en este ensayo no influyeron sobre la tasa

de germinacion de semillas de esta especie.
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Figura 10. Germinacion de semillas de Puya dasylirioides en medio MS al 100 % a los 70 dias de la

siembra.

4.3 Ensayo de Plackett-Burman para la deteccion de factores influyentes en el crecimiento,

multiplicacidn y estado de explantes de Puya dasylirioides.

Este ensayo se realizd para identificar los factores més influyentes en la fase de
multiplicacion. Las variables evaluadas en este disefio fueron formacién de brotes, raices, estado
general y cambios en el peso y la longitud de las plantas. Los resultados mostraron una aparente
influencia de la hormona del regulador 6-(*,*-dimetilalilamino)-purina (2iP) y el porcentaje de sales
en el medio MS en la brotacion y la longitud de las plantas (Fig 11ay 11b), que, a pesar de no ser
resultados estadisticamente significativos, el efecto del regulador 2IP se logré confirmar en los
resultados del ensayo 4.4. A su vez, permitié descartar la influencia de factores como la agitacion
y el volumen del medio. En relacién con el cambio en el peso fresco de la planta y la generacion
de raices, no se logro determinar una respuesta clara y significativa frente a los factores utilizados

en este ensayo (anexo 11 y anexo 12)
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Figura 11. Diagramas de Pareto para la determinacion de la influencia de reguladores de crecimiento,

concentracion de sales, volumen de medio de cultivo y agitacion sobre explantes de Puya dasylirioides. a)

Efecto sobre la formacion de brotes y b) Efecto sobre el cambio en la longitud de la planta. Linea punteada

roja representa diferencias significativas.

4.4 Ensayo de multiplicacion de plantas establecidas in vitro de Puya dasylirioides utilizando

diversos reguladores de crecimiento en medio semisoélido.

Los primeros brotes a partir de explantes con cortes longitudinales del tallo aparecieron un
mes después de la siembra; sin embargo, no fue hasta el mes tres que los tratamientos con kinetina
(2 mg/L) y 2iP (1 mg/L) presentaron una tendencia de formacion de brotes superior al resto de los
tratamientos con un total de 9 y 7 brotes, lo que equivale a un 1.12 y 0.875 brote/explante,
respectivamente. Al mes cuatro, se presentd un efecto significativo (p-value = 2,525e-07, df = 12)
del tratamiento 2iP (0.5 mg/L) respecto al control al generar un total de 22 explantes, equivalente
a 2.75 brotes/explante, siendo esté el valor mas alto obtenido en este experimento (Figura 12),
seguido de un 2.5 brotes/explante (p-value = 0.104, df = 12) para el tratamiento 2iP (1 mg/L). Cabe
destacar que en el control no hubo ninguna formacion de brotes. La morfologia de los brotes
obtenidos fue normal, sin ninguna anormalidad aparente y se pudieron separar facilmente de la

planta madre (Figura 13).
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Figura 12. Formacion de brotes a través del tiempo, de acuerdo con los tratamientos especificos para el
ensayo de multiplicacién de plantas establecidas in vitro de Puya dasylirioides. ** Representa diferencias

significativas (p-value < 0.05) con respecto al control.

Figura 13. Formacion de brotes a partir de explantes de plantas de Puya dasylirioides establecidas in vitro.

Brotes obtenidos mediante la exposicidn al regulador de crecimiento 2iP 0.5 mg/L.
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Con respecto a la formacion de raices, el tratamiento de kinetina 0.5 mg/L produjo una

respuesta significativa (p-value = 0.029, df=12) en comparacion con los restantes reguladores

empleados, ya que se observo la formacion de 20 raices equivalente a 2.5 raices por brote. Los

demas reguladores ocasionaron un efecto adverso sobre el numero de raices producidas por

explante, ya que las plantas control fueron el segundo grupo que produjo una mayor cantidad de

raices al final del experimento, con un total de 15 equivalente a 1.8 raices por brote (Figura 14),

sin ser una diferencia significativa (p-value = 1, df=12). Los tratamientos de metatopolina y 2IP

causaron la inhibicion completa de raices en los explantes.

20
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Figura 14. Formacion de raices a través del tiempo, de acuerdo con los tratamientos especificos para el
ensayo de multiplicacién de plantas establecidas in vitro de Puya dasylirioides. ** Representa diferencias

significativas (p-value < 0.05) con respecto a los restantes reguladores de crecimiento, no con respecto al

En relacion con el incremento del peso fresco de los explantes, en la figura 15 se observa

una tendencia de que la exposicion a las hormonas incremento la ganancia de peso fresco durante

el periodo de evaluacion con respecto al control, y que este aumento se mantuvo constante

conforme avanzaban los meses. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
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tratamientos en comparacién al control (p-value = 0.139, df = 12). El valor de peso seco més alto
(2 g) se obtuvo a los cuatro meses con el tratamiento 2iP 2 mg/L

Color by:
Tratamiento
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Shape by:
Tratamiento
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A BAP (0,5 mg/L)
W BAP (1,0 mg/L)
4 BAP (2,0 mg/L)
==Kinetina (0,5 mg/L)
Il Kinetina (1,0 mg/L)
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i 2iP (0,5 mg/L)
4 2iP (1,0 mg/L)
@ 2iP (2,0 mg/L)
@ Metatopalina (0,5 mg/L)
@ metatopolina (1,0 mg/L)
3¢ Metatopolina (2,0 mg/L)

Promedio de Peso de los Explantes (g)

Figura 15. Ganancia de peso fresco a través del tiempo, de acuerdo con los tratamientos especificos para el

ensayo de multiplicacion de plantas establecidas in vitro de Puya dasylirioides.

No hubo diferencias significativas para la variable longitud de las plantas (p-value = 0.1906,
df = 12). Las hormonas parecen generar una mayor elongacion de los explantes a lo largo del
tiempo respecto al control (Fig 16). Los tratamientos que generaron una mayor elongacion
corresponden al regulador 2iP 2 mg/L, alcanzando valores en promedio cercanos a los 6 cm,
seguido del tratamiento 2iP 0.5 mg/L y el tratamiento Kinetina 0.5 mg/ con valores de 5.6 y 5.5 cm,

respectivamente, lo que se relaciona con el incremento de peso explicado previamente.
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Figura 16. Crecimiento en longitud de las plantas sobre el tiempo de acuerdo con los tratamientos

especificos para el ensayo de multiplicacion de plantas establecidas in vitro de Puya dasylirioides.

4.5 Determinacion de la concentracién de proteina y actividad enzimatica de los extractos
crudos y parcialmente purificados de Puya dasylirioides.

Los resultados de la obtencion de proteina se detallan en el cuadro 9. La mayor cantidad de
proteina se obtuvo en los extractos crudos de la zona distal con un promedio de 4287.44 + 652.91
mg/kg de masa fresca, seguido de los extractos crudos del tallo y de la zona basal con 4250.71 +
196.78 mg/kg y 1547.8 + 40.39 mg/kg de masa fresca, respectivamente. Debido a que la actividad
enzimatica de estos extractos crudos fue baja en todos los tejidos, se realizaron procesos para la

purificacion parcial usando etanol frio.
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Cuadro 9. Concentracion de proteina y actividad enzimatica especifica de extractos crudos de Puya dasylirioides.

Proteina
Actividad enzimatica
N o Pesodel Volumen  Proteina  (mg/Kg n
Tejido  Repeticion - especifica (Ucas/mg
tejido (g) (mL) (mg/mL) de ]
N de proteina)
tejido)

Basal 1 30.27 50 0.9360  1540.622 0.0016
Basal 2 30.51 50 0.9753 1590.837 0.0041
Basal 3 30.30 50 0.9156 1510.100 -0.0924
Distal 1 30.41 50 2.1648  3550.946 0.3407
Distal 2 30.33 50 2.7466  4520.789 0.1884
Distal 3 30.77 50 2.9515  4790.611 0.2702
Tallo 1 30.54 50 2.6383  4310.953 0.0097
Tallo 2 30.28 50 2.4456  4030.844 0.0084
Tallo 3 30.04 50 2.6515  4410.335 0.0119

Al considerar las fracciones parcialmente purificadas, se obtuvo una mejora en la actividad

enzimatica especifica. Los valores més elevados se obtuvieron en la fraccion 4 y 1 del tallo (6.07

y 1.26 Ucas/mg) respectivamente (Figura 17). Destacan las fracciones 1, 2 y 3 de la zona basal,

que a pesar de su baja concentraciones de proteina presentaron actividades enzimaticas de posible

interes. A pesar del elevado resultado obtenido para la fraccion 4 del tallo, esta no fue considerada

para los siguientes experimentos debido a la baja concentracion de proteina en el extracto y debido

a que este resultado no se pudo confirmar mediante la técnica de zimografia.
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Figura 17. Concentracion de proteina y actividad enzimética especifica de los extractos crudos y fracciones
parcialmente purificadas de Puya dasylirioides. AC = Extracto crudo zona distal, BC = Extracto crudo zona
basal, B1 = Fraccion 1 zona basal, B2 = Fraccion 2 zona basal, B3 = Fraccion 3 zona basal, TC = Extracto

crudo del tallo, T1 = Fraccion 1 del tallo, T2 = Fraccidn 2 del tallo, T3 = Fraccion 3 del tallo, T4 = Fraccion

4 del tallo.

4.6 Zimografia y densitometria para la deteccion de actividad enzimatica presente en los
extractos crudos y fracciones parcialmente purificadas empleando geles de gelatina.

Al aplicar la técnica de zimografia, se logré observar la presencia de enzimas proteoliticas
en los extractos crudos y las fracciones 1, 2 y 3 del tallo y la zona basal de la hoja. Las grandes
bandas de actividad corresponden a proteinas con una masa aparente de entre 75 kDa y 150 kDa.
Entre los extractos utilizados en el experimento, destaca la fraccion 1 del tallo, en el cual se observa
una banda de gran intensidad con una masa aparente cercana a 45 kDa, seguido por una banda de
baja intensidad con una masa aparente de 37 kDa (Figura 18). Mediante zimografia se descarto la
presencia de actividad enzimatica en los extractos y fracciones del tejido de la zona distal de la

hoja.
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MM TC TF1 TF2 TF3 TF4 BC BF1 BF2 BF3

Figura 18. Zimograma en gel de gelatina al 10 % de extractos crudos y fracciones parcialmente purificadas
del tejido tallo y parte basal de la hoja. De izquierda a derecha: MM = Marcador de peso molecular, TC=
Extracto crudo del tallo, TF1 = Fraccion 1 del tallo, TF2 = Fraccion 2 del tallo, TF3 = Fraccién 3 del tallo,

TF4 = Fraccion 4 del tallo, BC= Extracto crudo de parte basal de la hoja, BF1 = Fraccion 1 del extracto
basal, BF2 = Fraccidn 2 del extracto basal, BF3 = Fraccion 3 del extracto basal, BF4 = Fraccion 4 del

extracto basal.

Al realizar el analisis mediante densitometria y normalizar los valores segin la
concentracion de proteina utilizada para la zimografia, se determind que las enzimas proteoliticas
con mayor actividad corresponden a las fracciones 3y 2 de la zona distal de la hoja, seguido de la
fraccion 1 del tallo (Figura 19), lo cual concuerda con los resultados obtenidos en la seccion 4.6.
La fraccion 1 del tallo se escogid para las siguientes etapas de la investigacion debido a los buenos
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resultados obtenidos en el gel de zimografia y la buena relacion entre la actividad enzimética y la

concentracion de proteina.
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Figura 19. Densitometria normalizada de las manchas de actividad proteolitica producidas por enzimas
proteoliticas presentes en extractos crudos y fracciones parcialmente purificas del tallo y hoja obtenidas
mediante los ensayos de zimografia. La normalizacion fue realizada al dividir el valor de pixeles entre la

concentracion de proteina utilizada para cada extracto.

4.7 Determinacion de la actividad enzimatica éptima bajo distintos rangos de temperatura
y pH.

En relacién con la actividad proteolitica residual al variar el pH del sustrato, las enzimas
proteoliticas de la fraccién 1 del tallo presentaron actividades mayores al 85 % al utilizar sustratos
con un rango de pH de 6-8. No se evaluaron valores de pH menores a 6 debido a la naturalezay a
la solubilidad del sustrato empleado (caseina). Al utilizar un pH por encima de 8 se observo una
perdida gradual de la actividad proteolitica, descendiendo a valores de 72.76 % y 68.80 % para los
pH de 9y 10, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Comportamiento de la actividad proteolitica residual en la fraccion 1 del tallo de P. dasylirioides

en funcidn del pH del sustrato utilizado.

Con respecto a la temperatura 6ptima, el mejor resultado se obtuvo cuando la reaccion
enzimatica de desarrollé a 57 °C, valores 40 % maés altos que los obtenidos al realizar los ensayos
a temperatura ambiente (27 °C) y a 37 °C. Sin embargo, como se observa en la figura 21, al utilizar
temperaturas superiores a 57 °C, las enzimas pierden cerca de un 30 % de su actividad y, aunque
no fue posible demostrar una tendencia, es de esperar una pérdida mayor al incrementar ain mas
la temperatura. Aun asi, la retencion aproximada del 70 % de la actividad al enfrentarse a

temperaturas elevadas como 67 °C, muestra potencial para el uso en la industria.
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Figura 21. Comportamiento de la actividad proteolitica residual en la fraccion 1 del tallo de P. dasylirioides

segun la temperatura a la que se desarroll6 la reaccién.

4.8 Caracterizacion molecular de los extractos crudos y fracciones parcialmente purificadas
mediante SDS-PAGE.

Al aplicar la técnica de SDS-PAGE se logr6 obtener un perfil proteico de los extractos
crudos y las fracciones parcialmente purificadas (Figura 22 y Figura 23). Para el tejido de la zona
distal de la hoja se observa una distribucion de las bandas entre los 12 y 50 kDa, mientras que para
las distintas fracciones del tallo la distribucion fue mayor, con bandas entre el rango de 10 a 75
kDa. Con el tejido de la zona basal no se logro observar la formacion de bandas, resultados
atribuibles a la baja concentracion de proteina en el extracto crudo y en las fracciones parcialmente

purificadas.
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Figura 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los extractos crudos y fracciones parcialmente
purificadas del tallo y hoja de P. dasylirioides. De izquierda a derecha: MM = Marcador de peso molecular,
A= Extracto crudo de parte distal de la hoja, AF1 = Fraccion 1 del extracto distal, AF2 = Fraccién 2 del
extracto distal, T= Extracto crudo del tallo, TF1 = Fraccion 1 del tallo, TF2 = Fraccidn 2 del tallo, B=
Extracto crudo de parte basal de la hoja, BF1 = Fraccion 1 del extracto basal, BF2 = Fraccion 2 del extracto

basal.

Figura 23. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las fracciones parcialmente purificadas del tallo y hoja
de P. dasylirioides. De izquierda a derecha: MM = Marcador de peso molecular, AF3 = Fraccion 3 del
extracto distal, AF4 = Fraccion 4 del extracto distal, AF5 = Fraccion 5 del extracto distal, TF3 = Fraccion 3

del tallo, TF4 = Fraccion 4 del tallo.
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4.9 Uso de HPLC para la purificacion de proteinas a partir de los extractos parcialmente
purificados.

El cromatograma obtenido mediante la técnica de HPLC evidenci6 la presencia de seis
picos proteicos mayoritarios en la fraccion 1 del tallo (Fig 24). El pico cuatro mostré la mayor
intensidad, con un valor cercano a los 12000 uV, seguido del pico 5 con una intensidad cercana a
los 10000 pV. Basado en estos resultados, se decidio trabajar con los seis picos colectados para la

posterior confirmacion de la presencia de enzimas proteoliticas en la fraccion 1 del tallo.
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Figura 24. Cromatogramas de la fraccion 1 del tallo de P. dasylirioides obtenidos mediante la técnica de
HPLC al emplear una columna Ultra C18 y acetonitrilo con TCA al 0.1 % y agua con TCA al 0.1 % como
solventes. A) Cromatograma obtenido al utilizar una absorbancia de 215 nm. B) Cromatograma obtenido al

utilizar una absorbancia de 280 nm.

4.10 Caracterizacion molecular de los picos cromatogréaficos mediante SDS-PAGE vy escision
de las bandas de interés.

Para observar las bandas y obtener una masa molecular aparente de los picos colectados

durante el ensayo de HPLC se utilizé la técnica de SDS-PAGE. La formacion de bandas de alta
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intensidad en el gel fue dificil debido a la baja intensidad de los picos y a la baja concentracién de
proteina. Aun asi, se observaron algunas bandas, marcadas con un circulo amarillo en la figura 25.

Entre ellas destaca el pico 6, en la cual se observd la formacion de dos bandas, una
correspondiente a una proteina con una masa molecular aparente cercana a los 55 kDa y otra con
una masa molecular cercana a los 20 kDa. En la fraccion 4 se observé la formacion de una banda
en la zona cercana a los 45 kDa, (imperceptible en la imagen). Por ultimo, en la fraccion 5 destaca
la formacion de una banda en una zona cercana a los 10 kDa.

Figura 25. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los picos cromatograficos obtenidos mediante la

técnica de HPLC utilizando la fraccion 1 del tallo. De izquierda a derecha: MPM = Marcador de peso
molecular, 1 = Pico cromatografico 1, 2 = Pico cromatografico 2, 3 = Pico cromatografico 3, 4 = Pico

cromatografico 4, 5 = Pico cromatografico 5, 6 = Pico cromatografico 6.
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4.11 Espectrometria de masas y comparacion con bases de datos UniProt.

Los resultados més destacados al realizar el andlisis de masas y la comparacion de los
péptidos con bases de datos UniProt se consiguieron con el pico cromatografico nimero 4. En este
se logro la identificacion de seis péptidos que, en conjunto tuvieron un porcentaje de cobertura de

13 % con una serino-proteasa putativa de la pifia (Ananas comosus) (Figura 26).

YREVSDGPIFL KICCESSCNG IVNDYTAVLA KKFGAALVSL EHRYYGKSSP FKYLTTENLR FLSSKQALFD LAVFRQHYQD & Carbamidomethylation (+57.02)
21 YFNTKFENISS ASSSWEVEGV SYSGALSAWE RLEKFPHLTCG SLASSGVVLA VYNFTEFDQQ IGESAGAECK AVLQEITKLV

161 EEQLQSDGRS VKSLFSASML SNDVDFLYFL ADAAVTAYGN PDVLCSPLID AKKNGEDLVE AYAHFVEDYY IDSEGTSVLS
283

E
241  YDQHYLENTT PNETAARLWW FQVCTEVAYF QVAPESDSIR SSKIDTRYHL DLCKNVEFGEG IYPSVDMTNL YYGGTRIAGS

c

321 EIVFSNGSQD PWRHASKQTS SEDLPSYLIK CHNCGHGTDL RGCPQEPLNI EGDATNCTSP EAVEKVRQQTI IEHIDLWLSQ

c c

401 CQDTGDDDEE GLFLTGKRMV SAL

Figura 26. Alineamiento de los péptidos encontrados en el pico 4 de la fraccion 1 del tallo de P.

dasylirioides con una serina proteasa putativa de la pifia (Ananas comosus).

Esté proteina posee una masa molecular de 47.1 kDa segun las bases de datos de Uniprot y
concuerda con los resultados obtenidos mediante SDS-PAGE en la seccion 4.10, ya que a partir
del pico 4 se observo la formacion de una banda cercana a los 45 kDa. Ademas, estos resultados
concuerdan con los obtenidos en la seccion 4.6, en los cuales mediante zimografia se detecto la

presencia de una banda con actividad proteolitica con una masa aparente de 45 kDa.

A su vez se encontraron péeptidos con cierto porcentaje de cobertura con peptidasas Al
pertenecientes a la especie A. comosus var. bracteatus con masas moleculares cercanas a los 44
kDay una proteasa aspartica PCS1 de la especie A. comosus con una masa molecular cercana a los
47 kDa (Cuadro 10). Para méas informacidn sobre los péptidos encontrados consultar el anexo 22.
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Cuadro 10. Comparacion de los péptidos del pico 4 obtenidos mediante espectrometria de masas con las bases de
datos de UniProt.

Accesion -10lgP  Cobertura Masa Descripcion
(%) Molecular
AOA199V3B6 | 103.63 13 47104  Putative serine protease EDA2 (Fragment) OS

=Ananas comosus OX=4615 GN=ACMD2_2
3569 PE=3 SV=1
AQAGV7QXL5 | 30.24 2 43895 Peptidase A1l domain-containing protein OS=
Ananas comosus var. bracteatus OX=296719
GN=CB5_LOCUS31124 PE=3 SV=1
AOAGV7QUL2 | 30.24 2 43816 Peptidase Al domain-containing protein OS=
Ananas comosus var. bracteatus OX=296719
GN=CB5_LOCUS29656 PE=3 SV=1
AOAG6P5HBVO | 30.24 2 46944 aspartic proteinase PCS1 OS=Ananas comosu
s OX=4615 GN=LOC109727895 PE=3 SV=1

Con base en la evidencia encontrada por los ensayos aplicados en el desarrollo de esta
investigacion, se confirmd la presencia de enzimas proteoliticas en la fraccion 1 del tallo y el pico
4 del mismo. Teniendo en cuenta que en la literatura no se encontraron antecedentes de un proceso
de aislamiento y purificacion de proteasas de P. dasylirioides, el pico 4 de la fraccién 1 del tallo se

podria considerar una proteasa nunca descrita para la literatura.

5. Discusién

5.1 Protocolo de desinfeccion, germinacion y multiplicacion in vitro de plantas de Puya

dasylirioides.

La definicion de un protocolo de desinfeccion que esterilice efectivamente la superficie de
una planta es indispensable para evitar la presencia de organismos contaminantes durante un
proceso de establecimiento in vitro (Wegayehu et al., 2015). Ya que el medio de cultivo en el que
crecen las plantas es una gran fuente de nutrientes para el crecimiento microbiano, la
contaminacion por microorganismos es uno de los principales causantes de pérdidas durante un

proceso de cultivo in vitro, pues al competir con las plantas por nutrientes, generan mortalidad del
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explante, necrosis, inhibicion de la proliferacion y problemas de crecimiento (Omamor et al., 2007;
Wegayehu et al., 2015). Segun Webster y Mitchell (2003), en laboratorios comerciales y de
investigacion, se pierden entre el 3y el 15 % de los explantes debido a problemas de contaminacion.
Entre los principales contaminantes se incluyen los hongos, virus, bacterias y levaduras (Omamor
etal., 2007).

La contaminacion es aun mas grave cuando la fuente de material vegetal proviene
directamente de plantas silvestres (Daud et al., 2012; Odutayo et al., 2007; Webster y Mitchell,
2003). En esta investigacion, los métodos de desinfeccion empleados mostraron ser ineficientes
para disminuir los niveles de contaminacion en los tejidos de la zona distal y basal de la hoja,

siendo los hongos los principales organismos perjudiciales.

Especialmente en los tropicos, las poblaciones de hongos son abundantes en el aire y en la
rizosfera de las plantas y constituyen dos tercios de todos los organismos que son transportados
por el aire (Odutayo et al., 2007; Omamor et al., 2007). Esto hace que la produccion de material
estéril a partir de plantas silvestres sea un proceso altamente desafiante y laborioso, especialmente
con plantas con las hojas cercanas al suelo (Webster y Mitchell, 2003). La alta contaminacion en
esta investigacion con los tejidos mencionados puede atribuirse a la cantidad de microrganismos
contaminantes en la superficie de la planta. Ademas, aln si la superficie de la planta fue
correctamente esterilizada, la contaminacién pudo haberse generado a partir de microorganismos
presentes en los tejidos internos de la planta (end6fitos), por una inapropiada técnica aséptica o por
falta de esterilizacion de los instrumentos de laboratorio (Daud et al., 2012).

El NaClO resultd ser una sustancia altamente eficiente para la desinfeccion de semillas.
Esta sustancia ha sido uno de los desinfectantes quimicos que mas se ha utilizado en el
establecimiento in vitro de plantas de la familia Bromeliaceae (Guerra 'y Dal Vesco, 2010; Pérez,
2012) y ha sido el quimico mas investigado en tratamientos en que varia la concentracion vy el
tiempo de esterilizacion (Nelson et al., 2015), ya que su efectividad puede variar de especie a

especie (Barampuram et al., 2014).

El efecto bactericida y fungicida del cloro se debe a la accion del &cido hipocloroso (HOCI),
el ion hipoclorito (OCI), y el componente activo NaClO (Webster y Mitchell, 2003), los cuales
actuan de forma combinada para la desnaturalizacion de proteinas en los microrganismos y por lo

tanto causan la muerte de bacterias, hongos y virus de una manera rapida y eficiente.
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En esta investigacion, se gener6 un 100 % de cultivos asépticos a partir de semillas cuando
se usO una concentracion de 5 % de NaClO, en conjunto con alcohol al 70 % y una mezcla de
Microthiol® y Agrimicina®. Otro resultado que concuerda con esta investigacion fue el publicado
por Pompelli y Guerra (2005), quiénes desinfectaron de forma 6ptima semillas de Dyckia distachya
(Bromeliaceae) al emplear NaCIO al 5 % por 30 minutos, logrando el 100 % de germinacion de las
semillas. Sin embargo, la efectividad del NaClO para la obtencion de buenos indices de
desinfeccion de semillas varia entre especies de la familia Bromeliaceae. Al respecto, se han
empleado concentraciones que varian desde 0.6 % (Resende et al., 2016), 1 % (Da Silva et al.,
2009; Pickens et al., 2003), 2 % (Andrade y Tamaki, 2016; Escalona et al., 2013; Nelson et al.,
2015; Pérez, 2012; Pulido-Rueda et al., 2018) hasta 2.5 % (Arrigoni-Blank et al., 2013).

En esta investigacion, la modificacién del tiempo de exposicién y el uso de una
concentracion mayor de NaClO en comparacion con otros protocolos de desinfeccion en bromelias
se debio al uso de material silvestre y al estudio de la anatomia de la semilla (datos no mostrados).
Como es una especie endémica, rara y con una distribucion tan reducida, la estrategia se oriento en

limitar la pérdida de material vegetal en condiciones de laboratorio.

Los resultados presentados en esta investigacion al determinar la germinaciéon de las
semillas (53.75 %) estan por debajo de los valores obtenidos para otras especies de la familia
Bromeliaceae, donde se han alcanzado porcentajes de germinacion del 100 % (Pompelli y Guerra,
2005; Silveira et al., 2009) y valores comprendidos entre el 60 y 95 % pasados 15 dias de la siembra
(Arrigoni-Blank et al., 2013; Da Silva et al., 2009; Pickens et al., 2003; Pulido-Rueda et al., 2018;
Resende et al., 2016). Aun asi, los resultados fueron promisorios y permitieron el establecimiento
aséptico de germoplasma unico que funciond para la obtencién de biomasa en condicién de

laboratorio sin la necesidad de extraer material vegetal de las poblaciones naturales.

Ante la falta de informacidn acerca del manejo agronémico de P. dasylirioides, se podrian
argumentar algunas causas para explicar la germinacidn obtenida. Entre estas se destacan, el medio
de cultivo MS, cuyas concentraciones de sales afectan el potencial osmotico del medio, y por lo
tanto, disminuyen la disponibilidad del agua para las semillas (Arrigoni-Blank et al., 2013; Da
Silva et al., 2009). Entre otras razones se encuentran la condicion de las semillas, la maduracion de
la capsula, la época del afio, las condiciones fisiolégicas de la germinacion e inclusive un posible

efecto toxico debido a la alta concentracion de NaCIlO para la desinfeccion (Péerez, 2012; Pulido-
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Rueda et al., 2018; Zeng et al., 2013). Es necesario el disefio de experimentos mas robustos para
identificar los factores ex vitro e in vitro que permitan la optimizacion del proceso de germinacion.

También se puede evaluar la viabilidad de la semilla mediane la prueba de tetrazolio.

A pesar de que la tasa de germinacion apenas sobrepasé el 50 %, los ensayos in vitro
generaron rendimientos muy superiores a la regeneracion natural de la especie. Segun el estudio
realizado por Augspurger (1985) en el mismo sitio de estudio donde se realizé esta investigacion,
una poblacion de esta especie es capaz de producir un estimado de 13.630.275 semillas al afio: sin
embargo mas del 90 % de las plantulas muere antes de cumplir un afio debido a la época seca, lo
cual representa el mayor cuello de botella para la supervivencia de la especie. Esto, sumado a que
un organismo de esta especie requiere aproximadamente 36 afios para alcanzar su edad
reproductiva (Augspurger, 1985), es evidencia de las grandes dificultades de P. dasylirioides para
realizar eficientemente la reproduccion sexual y sobrevivir frente a la creciente presion

antropoldgica y del calentamiento global en la zona.

Con respecto a la multiplicacion in vitro de esta planta, sélo el tratamiento con 2iP en una
concentracion de 0.5 mg/l presento significativamente mayor nimero de brotes que el control, con
un valor de 2.75 brotes/explante. La cantidad de brotes por explante obtenida es comparable con la
de otras investigaciones realizadas en especies de la familia Bromeliaceae. Por ejemplo, Da Silva
y colaboradores (2012) reportaron un total de dos explantes/brote para la especie Nidularium
innocentii y 4 explantes/brote para la especie N. procerum al utilizar una concentracion de 2.7 uM
de ANA; sin embargo, los valores estan por debajo de los obtenidos en otras investigaciones
utilizando metodologias similares, ya que Pérez (2012) report6 hasta 5.81 brotes/explante al
realizar el corte vertical mas la aplicacion de una mezcla de BAP y ANA, mientras que Capote y
colaboradores (2009) y Saare-Surminski y colaboradores (2008) reportaron hasta 9.5 y 16
brotes/explante, respectivamente.

Histéricamente, para la multiplicacion in vitro de algunas especies de la familia
Bromeliaceae ha sido comun la utilizacion de BAP en combinacion con ANA, debido a un efecto
sinérgico que promueve altos indices de formacion de brotes (Arrabal et al., 2002; Carneiro et al.,
1998; DaSilvaetal., 2012; Escalonaet al., 2013; Faria et al., 2018; Pérez, 2012; Rodrigues-Martins
et al., 2014). En esta investigacion, el uso de BAP no tuvo un efecto significativo en la formacién

de brotes para la especie P. dasylirioides con respecto al control. Aunque esta discrepancia con la
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literatura no es comun para especies de bromelias, Da Silva y colaboradores (2008) reportaron la
ineficiencia del BAP para la generacion de brotes en la especie D. maritima.

Aunque la respuesta de una planta ante la aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento
es altamente variable, existe una diversidad de factores que pueden afectar el crecimiento y
desarrollo, entre los cuales destacan el tipo de cultivo, la concentracion endégena de hormonas
vegetales, la edad de la planta, la composicion genética, las interacciones entre citoquininas y
receptores, entre otros (Dos Santos et al., 2020; Silveira et al., 2009). A este conjunto de factores
se le es atribuida la baja formacion de brotes de P. dasylirioides en comparacion con otras especies
de la familia Bromeliaceae.

Con respecto a la eficiencia de la 2iP para la formacion de brotes en esta especie, es
importante destacar que el crecimiento y la morfogénesis en las plantas esta regulado por la
interaccion entre fitohormonas enddgenas y la presencia de reguladores de crecimiento en el medio
de cultivo, lo cual se ha observado también en la familia Bromeliaceae (Escalona et al., 2013;
Guerra and Dal Vesco, 2010). Se podria argumentar que este regulador proporciona un efecto
sinérgico y potencia la produccién de proteinas necesarias para una adecuada regulacion de la
actividad metabdlica y la division celular necesaria para una posterior formacién de brotes
(Corredor-Prado et al., 2015; Faria et al., 2018).

La 2iP es una citoquinina que en algunas especies suele generar un efecto mas potente para
la formacion de brotes en comparacion con BAP, especialmente en bajas concentraciones (Huang
et al., 2011). Es un regulador muy poco utilizado en el cultivo in vitro de bromelias. En Vriesea
reitzii, el uso de este regulador fomento la regeneracion de las plantas (Dal Vesco et al., 2014),
mientras que Huang y colaboradores (2011) formaron brotes a partir de callo en la especie Aechmea
fasciata, sin obtener buenos resultados. Sin embargo, el 2iP ha demostrado su gran eficiencia para
la formacion de brotes en otras familias de plantas (Jana et al., 2013; Parzymies y Dabski, 2012).
Una mayor presencia de 2iP en el medio se ha relacionado con la modulacion de las respuestas
organogenicas Y la sintesis de ADN (Faria et al., 2018), en las que mediante la aplicacion de una
regulador exdgeno las células se hacen competentes y capaces de responder a sefiales hormonales
que inducen la formacién de nuevos érganos y por lo tanto la formacion de brotes adventicios
(Rodrigues-Martins et al., 2014).
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Mediante la realizacion del corte vertical en los explantes de tallo en conjunto con la
presencia de 2iP fue posible reducir la dominancia apical y estimular la formacion de brotes. En
esta investigacion, los brotes se originaron en la zona basal del explante donde se encuentran yemas
axilares y elementos vasculares con gran cantidad de células competentes y capaces de responder
a los reguladores de crecimiento, ademas de regiones derivadas del parénquima donde se produce
una intensa division celular (Faria et al., 2018; Resende et al., 2016; Simé&o et al., 2016). Sumado
a esto, es posible que los nuevos brotes se formaran a partir de meristemos axilares residuales en

la base de la planta después de realizar el corte vertical (Corredor-Prado et al., 2015).

Con respecto a los demas resultados obtenidos durante el ensayo de multiplicacion, la poca
formacion de raices de las plantas expuestas a las diferentes citoquininas era esperado ya que estas
hormonas se caracterizan por favorecer la formacion de brotes e inhibir la generacidn de nuevas
raices (Pérez, 2012). Mientras tanto, la mayor ganancia de peso fresco y la mayor longitud de las
plantas expuestas a citoquininas puede obedecer a que estas hormonas suelen incrementar la
eficiencia de la planta para convertir el azicar del medio en biomasa mediante la regulacion de
rutas metabdlicas que coordinan del desarrollo y determinan la disponibilidad de nutrientes
(Rodrigues-Martins et al., 2014).

Basados en los resultados obtenidos, esta investigacion evidencia que es posible el
establecimiento de la especie P. dasylirioides en condiciones in vitro y ademas presenta una
metodologia eficiente para la germinacion de semillas y la multiplicacion in vitro, lo cual se puede
considerar el punto de partida para el desarrollo de un protocolo de micropropagacion que permita
eventualmente realizar el proceso de aclimatacion de las plantas. Esto con el objetivo de proteger
la especie y ser capaces de almacenar y reproducir el material vegetativamente en condiciones

esteriles libres de las afectaciones del medio ambiente y del ser humano.

Hasta la fecha, esta investigacion corresponde al primer reporte de germinacion y
multiplicacién in vitro para una especie costarricense endémica de la familia Bromeliaceae. Aun
asi, se recomienda continuar la investigacion para lograr identificar los factores que permitan
obtener una mayor tasa de germinacion e investigar posibles combinaciones entre reguladores de

crecimiento que brinden una mayor tasa de reproduccion.
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5.2 Extraccion, actividad enzimdtica y caracterizacion molecular de las proteasas aisladas de
extractos de Puya dasylirioides y comparacion con proteasas previamente reportadas.

El conocimiento de la concentracion, la actividad y la estabilidad de enzimas proteoliticas
vegetales frente a condiciones no fisioldgicas brinda informacidén importante para una posible
aplicacion biotecnoldgica (Bruno et al., 2008). En esta investigacion se obtuvieron rendimientos
de concentracion de proteina de hasta 4287.44 + 651.94 y 4250.71 + 196.78 mg/kg de masa fresca
en los tejidos de la zona distal de la hoja y el tallo de la planta, respectivamente Estos resultados
son comparables con los obtenidos en otras investigaciones, por ejemplo, Hernandez y
colaboradores (2003) reportaron rendimientos de 3900.00 mg de proteinas por kg de tallo, Bruno
(2007) obtuvo valores méaximos de 3300.00 mg/kg de masa fresca en frutos de Bromelia hieronymi,
y, por ultimo, Pérez (2012) obtuvo valores de 597.27 mg/kg de masa fresca al extraer las enzimas
a partir de tallos de la especie Hohenbergia penduliflora, por lo que los valores para la especie
Puya dasyliriodes se encuentran dentro del rango reportado en la literatura. No se pudieron
comparar con otros valores reportados para especies de bromelias por la falta de informacion sobre
el volumen del buffer de extraccion utilizado, la cantidad de masa fresca empleada o las

condiciones inespecificas de trabajo.

Con respecto a la actividad enzimatica, para lograr obtener valores sobre la actividad
proteolitica de las enzimas en tejidos como el tallo y la zona basal de la hoja, fue necesario aplicar
un proceso de fraccionamiento con etanol frio. Esto es algo recurrente a la hora de trabajar con
extractos vegetales, debido a la presencia de moléculas como pigmentos, azucares, flavonoides y
fenoles que se unen a las proteinas por medio de puentes de hidrégeno, causando perdidas en la
actividad enzimaética (Bruno, 2007; Pardo et al., 2000; Vallés y Cantera, 2018).

Gracias a la purificacion fue posible determinar la actividad enzimatica de fracciones de la
zona basal de la hoja y del tallo, en el que destacaron principalmente los valores de 6.07 Ucas/mg
y 1.26 Ucas/mg para la fraccion 4 y 1 del tallo respectivamente. Estos resultados son comparables
con investigaciones realizadas en otras especies de la familia Bromeliaceae. Moreno-Hernandez y
colaboradores (2017) obtuvieron actividades de 3.2 Ucas/mg en enzimas de la especie B. pinguin,
Meza-Espinoza y colaboradores (2018) reportaron actividades de 1.89 y 3.48 Ucas/mg al realizar
la extraccion en buffer de agua utilizando frutos de B. karatas y B. pinguin, respectivamente,

mientras que Pérez (2012) report6 un valor de 1.10 Ucas/mg para la especie H. penduliflora. Por
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otra parte, los resultados de la presente investigacion fueron muy inferiores a los obtenidos por
Bruno (2007) y Pardo y colaboradores (2000) con valores de hasta 15 Ucas/mg en B. hieronymi y

35.4 Ucas/mg en extractos crudos de Bromelia balansae.

Uno de los factores que afectan las actividades enzimaticas es el uso ineficiente de tampones
de extraccion. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo indicado por Meza-
Espinoza y colaboradores (2018), de que el uso de agua como tampdn de extraccion es ineficaz
para mantener la actividad enzimatica de las proteasas. Es una hipétesis que debe evaluarse en otro
estudio, debido a que la actividad de las proteasas en P. dasylirioides no ha sido estudiada. Es
necesario investigar el uso de diferentes buffers e incluso el uso de distintos pH para encontrar las
condiciones dptimas de extraccion que mejoren los rendimientos reportados en esta investigacion.
Al hacer la comparacion con otras especies, es indispensable considerar también que las diferencias
en las actividades cataliticas de las enzimas se ven influenciada por la composicion genética Unica
de las especies que influencian la estructura y la actividad de sus enzimas (Meza-Espinoza et al.,
2018).

En relacion con la capacidad para mantenerse activas frente a condiciones no fisiologicas
como altas temperaturas o pH acidos o alcalinos, se demostré que la mayor actividad enzimética
sucedid a un pH ligeramente &cido, lo cual es un resultado esperado para proteasas vegetales que
suelen ser activas a un pH de entre 5.6 y 6.8. Lo anterior se relaciona con la presencia de estas
enzimas en vacuolas y en la pared celular, donde un pH é&cido provoca alteraciones en la
conformacion de la enzima que permiten su adecuado procesamiento y plegamiento (Grudkowska
y Zagdanska, 2004). Sin embargo, a un pH de 8 las enzimas lograron mantener cerca del 90 % de
su actividad lo que sugiere la presencia de enzimas &cidas, neutras y alcalinas en la fraccion

utilizada (Meza-Espinoza et al., 2018).

Generalmente, las plantas de la familia Bromeliaceae se caracterizan por la produccion de
cisteino-proteasas que expresan su mayor actividad a pH ligeramente alcalinos (Bruno, 2007,
Bruno et al., 2008; Moreno-Henandez et al., 2017; Pardo et al., 2000; Pérez, 2012), lo que difiere
con lo mostrado en la especie Puya dasylirioides; sin embargo es importante destacar que el rango
de actividad de las enzimas frente a distintos pH es altamente variable en dependencia del sustrato
utilizado, la planta en estudio e inclusive las condiciones de la reaccion (Pérez, 2012). Aun asi, los

datos reportados en esta investigacion son comparables con investigaciones similares con pifia,

69



donde se ha reportado que la mayor actividad enzimatica se presentd al utilizar un pH de 6
(Silvestre et al., 2012).

Con respecto a la temperatura, se determino que la actividad enzimatica incrementa con la
temperatura hasta los 57 °C. Pasado este valor, se logro observar una caida de cerca del 30 % en
actividad al incubar la reaccién a 67 °C. La caida se relaciona con el hecho de que a altas
temperaturas inician los procesos de desnaturalizacion enzimatica, se pierde la estructura
tridimensional, se produce la oxidacion del centro activo de las enzimas y por lo tanto la actividad
catalitica (Pérez, 2012; Silvestre et al., 2012).

Al comparar el rendimiento de P. dasylirioides con plantas de la misma familia, las enzimas
se comportan mejor en comparacion con las encontradas en la especie H. penduliflora (A. Rich.)
Mez, donde a 57 °C se report6 la pérdida de actividad en mas del 35 %, siendo su temperatura
Optima a 45 °C (Pérez, 2012). Sin embargo, los resultados se quedan por debajo de especies como
Bromelia antiacantha y Ananas comosus, donde se han reportado picos de actividad hasta los 70
°C (Silvestre et al., 2012; Vallés y Cantera, 2018). Estos resultados sugieren que las enzimas de P.
dasylirioides parecen ser sensibles a altas temperaturas, lo que puede afectar su rendimiento en
procesos industriales.

Posterior a la purificacion por HPLC de las enzimas presentes en la fraccion dos del tallo,
se logré la identificacion de una posible enzima proteolitica con una masa aparente de 45 kDa. En
especies de la familia Bromeliaceae, la mayoria de los reportes de enzimas proteoliticas
corresponden a cisteino-proteasas con masas moleculares en el rango de los 21 a 30 kDa (Bruno et
al., 2008; Maras et al., 2018; Meza-Espinoza et al., 2018; Moreno-Hernandez et al., 2017; Pérez,
2012); sin embargo, proteasas con altos pesos moleculares también han sido reportadas, tal es el
caso de la especie B. karatas, en la cual se encontraron proteasas con pesos moleculares entre 60 y
97 kDa (Avalos-Flores et al., 2022; Meza-Espinoza et al., 2018). También, Brullo y colaboradores
(1994), reportaron una proteasa de 54 kDa en Pseudananas macrodontes y recientemente en A.
comosus fueron reportadas proteasas de 45, 55 y 60 kDa (Bhagavathy et al., 2019; Raimbault et
al., 2013).

Con los avances en la secuenciacion de genomas y la obtencion del genoma completo de la
pifia (Redwan et al., 2016), se lograron identificar mas de 14 genes codificantes para cisteino-

proteasas, en las cuales se determind su tamafio tedrico en el rango de los 19 a los 200 kDa (Razali
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et al., 2020; Redwan et al., 2016). Estos hallazgos respaldan la posibilidad de que una planta
perteneciente a la familia Bromeliaceae pueda producir enzimas proteoliticas de alto peso

molecular como la encontrada en esta investigacion.

Ademas de las caracteristicas genéticas de la especie en estudio, hay que considerar la
posibilidad de que el alto peso molecular de la enzima encontrada sea producto de la presencia de
complejos homoméricos o heteroméricos que no se lograron disociar durante la preparacion de la
mezcla bajo condiciones desnaturalizantes (Avalos-Flores et al., 2022), lo que resulta en una
proteina con ensamblaje de multiples subunidades. Por Gltimo, a pesar de que las serino-proteasas
han sido poco estudiadas en la familia Bromeliaceae, existe la posibilidad de que la enzima
encontrada sea una serino-proteasa y no una cisteino proteasa. Esta hipotesis se basa en que las
serino-proteasas suelen tener pesos moleculares mayores, alcanzando masas moleculares de hasta
97 kDa (Meza-Espinoza et al., 2018), ademéas de que los péptidos identificados mediante
espectrometria de masas tuvieron un porcentaje de similitud alto con una serino-proteasa de pifia
(Figura 24).

Basados en la concordancia de los resultados obtenidos mediante zimografia, SDS-PAGE
y la comparacion de los péptidos con las bases de datos de Uniprot, asi como, con el soporte de la
bibliografia encontrada a la fecha de desarrollo de este proyecto, se puede asegurar con un alto
grado de confianza que se logro verificar la presencia de enzimas proteoliticas en extractos de la
planta Puya dasylirioides, ademas de lograr la purificacion de una de ellas con una masa aparente
de 45 kDa, posiblemente nunca antes descrita en la literatura.

Esta investigacion corresponde al primer informe acerca de enzimas proteoliticas a partir
de una especie del género Puya, ademas del primer estudio sobre una planta de la familia
Bromeliaceae endémica de Costa Rica. Se espera que esta investigacion siente las bases y abra las
puertas para la bioprospeccion sistematica y el estudio del potencial biotecnolégico de especies

endémicas.
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6. Conclusiones

La planta Puya dasylirioides fue satisfactoriamente establecida in vitro mediante el uso de
semillas como explante vegetal. También, se desarroll6 un procedimiento de multiplicacion de las
plantas en condiciones controladas de laboratorio. Gracias a esto, fue posible generar material
vegetal que puede ser utilizado en futuras investigaciones sin la necesidad de recolectar material

silvestre.

Mediante la generacion de extractos parcialmente purificados fue posible verificar 1) la
presencia de enzimas proteoliticas en los tejidos del tallo y en la parte distal y basal de la hoja, asi
como, 2) su nivel de actividad enzimatica y 3) su capacidad de mantenerse activas frente a
condiciones no fisioldgicas. Ademas, mediante HPLC se logro la purificacion de una enzima
proteolitica extraida a partir del tallo de la planta, la cual cuenta con una masa aparente cercana a
los 45 kDa.

Ya que en Costa Rica aun quedan mas de 30 especies endémicas de Bromelias sin estudiar,
esta investigacion se podria considerar el punto de partida para estudios de aislamiento,
caracterizacion y purificacion de proteasas mediante la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro de
tejidos vegetales, no solo en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas de la Universidad Nacional,
sino también en otros centros de investigacion del pais. Es necesario impulsar investigaciones de
bioprospeccion de especies promisorias para el aprovechamiento del gran potencial bioldgico

presente en Costa Rica.

7. Recomendaciones

e Realizar estudios fenoldgicos de la especie en estudio para determinar en qué momento del
afio es recomendable la colecta de material vegetal, y que tipo de explante utilizar. Esto con
el objetivo de aumentar las probabilidades de establecer la planta in vitro
satisfactoriamente.

e Efectuar una fase preparativa (Fase 0) con la planta silvestre antes de ser utilizada como

explante para el establecimiento in vitro. Esto con el proposito de disminuir la cantidad de
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hongos y bacterias en la superficie de la planta y facilitar el proceso de desinfeccion del
material vegetal.

Utilizar sistemas de inmersion temporal para aumentar la multiplicacién de la planta in vitro
y, por lo tanto, la disponibilidad de material vegetal para posteriores ensayos.

Optimizar la extraccion de enzimas en P. dasylirioides mediante el uso de distintos buffers
de extraccion y distintos valores de pH.

Realizar ensayos de inhibicion de la actividad proteolitica para verificar los tipos de
proteasas presentes en los extractos (serino, cisteino o aspartica).

Complementar los ensayos bioquimicos realizados en esta investigacion con analisis
moleculares que permitan elucidar la estructura primaria de las proteinas purificadas, y asi

reportarlas como nuevas moléculas para la literatura.
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11. Anexos

Anexo 1. Inflorescencia de Puya dasylirioides.
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Anexo 2. Cépsula de Puya dasylirioides.

Anexo 3. Proceso de extraccidn de proteinas de tejido de Puya dasylirioides.
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Anexo 4. Curva de regresion logistica para la determinacion de la probabilidad de contaminacion de explantes de la
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Anexo 5. Curva de regresion logistica para la determinacion de la probabilidad de contaminacion de explantes de la

zona basal segun el tiempo de exposicion y la concentracion de hipoclorito de sodio.

.

Anexo 7. Presencia de contaminacién bacteriana en explantes de la zona basal de la hoja.
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Anexo 8. Semillas de Puya dasyliriodes libres de contaminacion pasadas dos semanas de cultivo.

Anexo 9. Germinacién de semillas de Puya dasylirioides en medio MS al 100 %.
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Anexo 10. Explantes de la zona distal y basal de la hoja de Puya dasylirioides en medio MS al 100 %.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(Formacion de Raices; o = 0,05)
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Anexo 11. Diagramas de Pareto para la determinacién de la influencia de variables definidas sobre la formacion de

raices.
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Anexo 12. Diagramas de Pareto para la determinacion de la influencia de variables definidas sobre el cambio en el

peso fresco de las plantas.

Anexo 13. Brote a partir de un explante de plantas establecidas in vitro durante el ensayo de multiplicacion

utilizando diversos reguladores de crecimiento.
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Anexo 14. Regeneracion de una planta completa a partir de un explante con un corte vertical.

Anexo 15. Formacion de maltiples brotes a partir de un explante establecido in vitro de Puya dasylirioides.
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Anexo 17. Estructura de la raiz de Puya dasylirioides.
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Anexo 19. Extractos crudos de la zona distal de la hoja, zona basal y tallo de Puya dasylirioides.
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Anexo 20. Cuantificacion de proteina mediante técnicas colorimétricas para los extractos crudos y fracciones

parcialmente purificadas de la zona distal de la hoja, zona basal y tallo de Puya dasylirioides.

Anexo 21. Curva de calibracion para la cuantificacion de actividad enzimatica mediante técnicas colorimétricas para
los extractos crudos y fracciones parcialmente purificadas de la zona distal de la hoja, zona basal y tallo de Puya
dasylirioides.
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Peptide Unig|-10IgP| Mass [Length|ppm| m/z |z| RT [Fraction|Scan Source File Arca Sample 1| #Feature| #Feature Sample 1|Start|End|PTM
K.LVEEQLQSDGR.S Y 52.44 |1272.6310 11| 0.6|637.3231|2|32.10 1 6605 |20220908_ID_6935.raw 2.61E5 1 1 159 | 169
K.C{+57.02)HNC(+57.02)GHGTDLR.G| Y 38.64 |1325.5354 11| -1.6|442.8517 |3|20.79 1 3632|20220908_ID_6935.raw 1.09ES 1 1 351 | 361 | Carbamidomethylation
R.YHLDLC(+57.02)K.N Y 37.26 | 947.4535 7| 0.3|474.7342|2|32.49 1 6672 |20220908_ID_6935.raw 9.85E4 1 1 288 | 294 | Carbamidomethylation
R.WSDGPIFLK.T Y 33.43 | 974.5436 9| 0.5|488.2754 |2|40.84 1 8887 |20220908_ID_6935.raw 1.77E5 1 1 3 11

K.AVLQEITK.L Y 30.45 | 900.5280 8| -2.0|451.2704 |2|33.73 1 7065 |20220908_ID_6935.raw 2.53E5 1 1 151 | 158

K.YLTTENLR.F Y 28.93 |1008.5240 8| -0.4|505.2691 | 2|33.51 1 6994 |20220908_ID_6935.raw ] 0 o 53 60

Anexo 22. Informacion detallada de los péptidos del pico 4 de la fraccion 1 del tallo encontrados mediante

Anexo 23. Plantas de Puya dasylirioides establecidas in vitro.

espectrometria de masas.
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0 24. Planta de Puya dasylirioides en proceso de aclimatizacion
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