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ATSLAMIENTO Y CULTIVO DE PROTOPLASTOS DE PLANTAS SUPERIORES

CAPITULO I.~ INTRODUCCION

Antes de entrar en tema, es conveniente definir el
términb protoplasto. E1 protoplasto es la parte de la célula -
vegetal que se encuentra dentro de la pared celular. Se han lo
grado aislar protoplastos de bacterias, hongos, musgos, hele-
chos, algas y Plantas Superiores.

Hanstein (24) en 1880, fué el primero en utilizar el
término protoplasto, al observar la separacidén de la pared ce-
lular de unas algas, helechos y Plantas Superiores.

vEn 1892, Klercker (24) logrd aislar protoplastos de
algas en cantidades significativas usando procedimientos mecé
nicos (para una descripcidén mds detallada, ver el inciso A del
capitulo II). ‘

rué hasta 1960, cuando Cocking (20) logrd obtener pro
toplastos de Plantas superiores por procedimientos enzimdticos

al aislarlos de raices y frutos de tomate (Lycopersicon escu--

lentum). El y sus colaboradores lograron interesar a otros in-
vestigadores sobre las ventajas que presentaban al demostrar
que los protoplastos podfan absorber particulas (21), asi como

noléculas de Acidos Nucleicos (22).-

10s protoplastos son células desprovistas de la pared

celular que presentan la caracteristica especial de resinteti-



zar una nueva pared celular bajo condiciones apropiadas (22) ¥y
se comportan como suspensiones celulares, las cuales pueden -~
ser inducidas para crecer y dividirse bajo condiciones adecua-
das (35), pueden plaquearse y formar colonias (73).

Resultan aprobiados para estudios de hibridizacidn -
somatica de plantas al fundirse protoplastos de diferentes es-
pecies § variedades (23,30,36,85). Forman un sigtema de estu--
dio apropiado para la infeccidn sinerdénica de células de plan-
ta por virus (55,77,109) y por bacterias (48,55). Se utilizan
en estudios de la Fisiologia de la célula vegetal (25,60,94):
en la fotosintesis (50,72,73), en el efecto de las hormonas (4,
43,80,94,95). También se han usado para aislar DNA con mejores
renéimientos, debido a que se produce un menor dafio al DHA; ©€n
la gendtica de plantas (15,62), en estudios sobre Transgenoéis
(48,76) y'en la regeneracién de plantas completas (34,38,54, -
71,97).

se han logrado aislar protoplastos de varios tejidos:
de frutos (42,87), de aleuronas (47), de coleoptilos (44), dg
polen (2), de pldntulas (58), de callos (tejido no difqrencia-
do)(8,17,41,45,52,75) y de hojas (6,31,34,46,54,71,79).
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CAPITULO IT.- PROCEDTHMIENTOS DE AISLAMIENTO DE PROTO
PLASTOS DE PLANTAS SUPERIORES.

Los procedimientos usados para el aislamie nto de pro
toplastos son:
A).- Procedimientos Mecdnicos
B).~ Procedimientos Enzimdticos

C)e.- Procedimientos Mixtos
A)e~ Procedimientos lecdnicos

El primer aislamiento de protoplastos fué hecho por
proced imientos mecdnicos, este procedimiento adn es utilizado
por algunos investigadores (82,83,88).

En 1892, Klerker (24) aisl8 protoplastos de lechugi-

1la de agua (Stratiodes aloides) al plasmolizar (retraccidén -

del contenido celular usando una solucién hiperosmdética) el te
jido y cortarlo con una navajé, liberdndose los protoplastos.
pebido a ciertos problemas que presenta el aislamien
to enzimftico, Pilet (82,83) y Prat (88) han hecho estudios fi
sioldgicos de los.protoplastos , aisldndolos por procedimien--
tos mecdnicos. La técnica de este procedimiento efectuada y mo
dificada por Pilet (83) al aislar protoplastos de raiz de cebg

1la (Allium cepa), y que han dado blenos resultados es la si--

guiente:

se efectia una preplasmolisis para aligerar el trauma
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causado por la fuerte plasmolisise. Ia preplasmolisis consiste
en empapar los segmentos de raiz en una solucidn de sacarosa -
al 20 ¢ durante 5 minutos. La plasmolisis es un tratamiento -
que dura aproximadamente 85 minutos, colocando los segmentos -
de raiz en una solucién de sacarosa al 20 % y NaCl al 1.2 ¢ co
mno medio plasmolitico.

5e coloca el segmento de raiz plasmolizado en un por
taobjetos mantenido en una solucidn de sacarosa al 20 9 ¥ se
cortan de 20 a 30 secciones con una navaja. &l seccionaniento,
efectuado a través de un microscopio, debe ser lo mds cercano
y rdvnido como sea posible. Cada seccidn cortada produjo en am-
bos lados protoplastos que flotaron en la solucidn de sacarosa.
De aqui se separaron por capilaridad usando un tubo de polies-
tireno. nnseguida se lavan de 4 a 6 veces con la solucidn de -
sacarosa al 20 .

nste procedimiento ha sido poco usado en el aislamien
to de protonlastos de plantas superioreé en comnaracidn con el
procedimiento enzimdatico, por las razones que se explican al

final de este capitulo.
B).- Procedimiento enzimdtico
an 1949, ciaja (24) aisld protoplastos de células de

levadura al digerir la pared celular por nmedio del jugo géstri

co de un caracol (Helix pomatia)e. Desde entonces, otros inves-

tiradores han intentado aislar protoplastos enzimaticamente de
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bacterias, algas, hongos, musgos y plantas superiores,
Tanbién en 1949, Chayen (16) logrd separar células -

de neristemo de raiz de haba (Vicia faba) al digerir el tejido

con pectinasa al 10 ¢ durante una hora, pero este trabajo no
se efectud en condiciones plasmolizantes y las cdlulas resul--
tantes no fueron viables.

Tribe (24) en 1955, denostrd que la muerte de células
asociada normalmente con la sevaracidn de la pared celular, se
disninuye al plasmolizar previamente el tejido. La plasmolisis:
tiene un efecto estabilizante que hace a los protoplastos me--
nos susceptibles a los efectos dafiinos de las impurezas de las
enzimas (24).

Bn 1960, Cocking (20) logrd aislar protoplastos de -

puntas de raiz y de fruto de tomate (Iycopersicon esculentun)

usando una celulasa obtenida de un hongo (lyrothecium verruca-
ria).

Zn 1968, Takebe, Otsuki y Aoki (98) tomando en cuenta
los resultados de Tribe (24) liberaron células del mesofilo de

hoja de tabaco (llicotiana tabacum) usando una pectinagsa en con

diciones plasmolizantes . Bnseguida aislaron protoplastos, al

tratar la suspensidn celular con una solucién de celulasa obte

nida del caracol Trichoderma viride, también cn condiciones -~
plasmolizantes. Este procedimiento, que Se le ha denominado -
vsecuencial" se ha aplicado a muchas especies de mono- ¥y di-co
tileddneas (98).

Bn 1969, Power y Cocking (86) hicieron el aislamiento

en "una sola etapa" usando una mezcla de pectinasa ¥ celulasa
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en presencia de un agente plasmolizante (sorbitol). Este proce
dimiento ha sido ampliamente usado con algunas modificaciones
de acuerdo a las condiciones y el material que se usa (19).

gin embargo, hay diferencia entre el nétodo secucn--
cial y el de una sola etapa: en el nétodo secuencial se obtie-
nen protoplastos preferentemente del mesofilo empalizado y en
el método de una sola etapa se obtienen protoplastos del meso-
filo emmalizado y esponjoso (35). Otra diferencia es gque, usan
do ¢l método de una sola etapa se puede lograr fusidn espontd-
nea, no asi por el otro método.

’

Actualmente el procedimiento enzimdtico es el mds -
usado debido a la facilidad de manejo y los rendimientos obte-
nidos. Dentro del procedimiento enzimdtico, es mds usado el né

todo de una sola etapa.

r—--—.-_.-n- v ———— L r—— T T YT T———— T Y R T T —-wyw—--q'--'u-'—-?
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hoja de tabaco, vista desde abajo y ampliada 200 veces.
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C).- Procedimiento mixto

En la mayoria de los cereales y monocotiledéneas no
se ha tenido éxito en producir protoplastos por procedimientos
enzimdticos debido a que, cuando se trata de aislar protoplas-
tos por procedimientos enzimdticos a partir de hojas, se proce
de a quitar la cuticula (epidermis) de la hoja para facilitar
un contacto mfs {ntimo entre el tejido y la solucidn enzimdti-
ca y, en el caso de las monocotiledbneas y cereales es sumamen
te diffcil quitar la cuticula. |

Los métodos que se han utilizado en estos casos con-
sisten en cortar las hojas en tiras y poner en contacto cstas
tiras con la solucidn enzimdtica, pero este procedimiento no
ha dado buenos resultados, ni el método secuencial, ni el méto
do de una sola etapa del aislamiento de »nrotoplastos por procg
dimientos enzimdticos.

Harada (27) resolvid este problema aplicando sucesi-
vamente métodos mecdnicos y enzimaticos, lo que le ha peraiti-
a0 ovuvener de manera reproducible grandes cantidades de proto-
plastos del parénquima foliar de convolvuldceas. Iste procedi-
niento consta de dos etapas:

i) geparacidn mecdnica de las células que constit uyen el
parénquima foliar. Cnanam y Xulandaivelu (41) fueron capaces -
de obLtener células libres de 24 especies de plantas al moler -

las hojas en un buffer de TRIS conteniendo sacarosa ¥y LgClZ.

Este homogenado es centrifugado para descartar las particulas

rotas las cuales sedimentan y, de esta manera se evita el »ro-
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~blema de quitar la cuticula de las hojas de cereales y monoco-
tileddneas.

ii) Transformacidn enzimdtica de las células libres en pro
toplastos. Zsta transformacidn se realiza usando celulasa sola

me nte.

nste procedimiento ha sido usado también por llacken-
zie y Bui Dang Ha (61) para aislar protoplastos de Esparragos

(Asparagus officinalis L.). Este método ademds excluye la posi

bilidad de fusidn espontdnea.

Este procedimiento mixto es una variacidén del proce-
dimiento enzimdtico para aquellas plantas donde no se puede ex

traer fdcilmente la cuticula de la hoja.

D).~ Comparacidn del procedimiento enzimdtico ¥y mecé

nicoe.

Varios investigadores han ennumerado las ventajas -
principales del procedimiento enzimdtico sobre el mecanico (24):
1) Produce una mayor cantidad de protoplastos
2) se produce menor dafio osmético del citoplasma

3) yinguna célula se dafla al romperse por el corte con na-

-

Vajao

4) En las células meristemdticas no se efectla plasmolisis

(24), por lo que no se puede efectuar el aislamiento me
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cdnico de protoplastos, mientras que el aislamiento enzi
natico si se puede efectuar.

El procedimiento enzimdtico de una sola etapa puede Pro

ducir protoplastos multinucleados que resultan de la fu

sidn espontdnea durante el aislamiento.

Chupeau y Horel (17) piensan que los procedimientos -

mecanicos no son utilizables porque la plasmolisis que implica,

provoca una fuerte retraccidn del contenido celular y, no libe-

ra cantidades importantes de protoplastos intactos.

Ln 1972, Pilet (83) aisld protoplastos de la raiz de

cebolla (Allium cepa) por ambos métodos.y encontré las siguien-

tes diferencias:

1)

2)
3)

4)

Con el procedimiento mecdnico se obtienen mayores canti
dades de subprotoplastos (resultado de un fenémené pro-
ducido durante la plasmolisis, que se llama "gemacidn",
en el cual el protoplasto se divi@e en dos porciones, -
una nucleada y la otra anucleada).

1a naturaleza de vacuolacidén no es la misma.

De una zona de raiz, se lograron aislar protoplastos -
por procedimientos mecdnicos y enzimdticos, resultando
mds pequefios los protoplastos mecdnicamente aislados -
que los aislados enzimdticamente.

La presidn osmbtica de los protoplastos aislados necéni
camente es mayor que la de’los aislados enzindticamente,

12.97 y 10.81 atmésferas respectivamente (80).



17

Concluveron que ambos procedimientos no son compara--
bles, debido a que los protoplastos obtenidos por uno u otre -
procedimiento provienen de células de diforente grado de dife=--
renciacidn, ya que el grado de diferenciacidn estd relacionado
con el grado de vacuolacidn y la presidn osmdtica y, siendo las
células diferentes, los protoplastos aislados mecanicamente pro
vienen de células mds pequeflas que las de 1os aiglados enzindti

camente de raiz de cebolla (Alliun cepa)e.

nl procedimiento enzindtico tambidn presenta algunas
desventajas: Se tienen evidencias de la presencia de sustancias
téxicas tales como ribonucleasas, enzimas proteoliticas 6 lipa-
sas, peroxidasas ¥y material no enzimdatico en las preparacionosv
crudas de las enzimas. Lsta toxicidad puede residir en la ac-=-
cidn Cirecta sobre la menmbrana externa del protoplasto, causan-
do une degradacidn 8 una alteracidn de su vermeabilidad, la -
cual a su vez provoce la entrada de enzimas 6 componentes de ba
jo peso molecular que pueden afectar la ciclosis (fendmeno celu
lar relacionado con las vesiculas que acarrean material a tra--
vés del citoplasma)(l04), al alterar la viscosidad del citoplas
ma (24).

Varios investigadores han encontrado necesario DTl
car las premiraciones crudas y comerciales de enzimas nara evi-
tar enfrentarse a estos problemas (43) y, obtener mejores rendi

nientos y mayor porcentaje de protoplastos viables.
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CAPTITULO IITe- DISCUSION DEL PROCEDIMIENTO ENZIHATICO.

intes de discutir el procedimiento enzindtico, se va
a hacer una corta descripcién de la constitucidn e importancia
fisiol8gica de la pared celular y del plasmalema 0 membrana eX-

terna del protoplastoe.

A)e— Ia pared celular

La pared celular es una estructura dindmica, cuya com
posicién y propiedades responden constantemente'al creciniento,
fase de diferenciacidn y al ambiente en el que se encuentra la
célula (76).

wn la constitucidén de la pared celular hay compone n=-
tes estdticos y componentes que se estdn formando constantemen-
te, los cuales juegan un papel importante en las propiedades -
quimicas, f{sicas y bioquimicas de la rared celular.

1a proporcidén de los componentes de la pared celular
de los vegetales varia de planta a planta, pero generalnente se
compone de:

1l,- Material clave:
2.~ Material llenador
o= La matriz

4.~ Afua

5.- ljaterial proteico



19

l.- katerial clave: Estd compuesto nor celulosa cuya
estructura son cadenas lagrgas de @-l,4—glucésidos de grado de

polimerizacidén de 8 000 a 12 000.

2.- aterial llenador: Es el material polimérico con-
teniendo azucares diferentes a la glucosa siempre asociados don
la celulosa, como arabinosa y galactosa unidas por enlaces ==-
@-&,4 . Otro material llenador es la lignina, la cudl es deri-
vada de la deshidrogenaciodn enzirdtica y polimerizacidn subse--

cuente de alcoholes (cumarilo, coniferilo y sinavilo).

3.~ La matriz: Los polisacdridos de la matriz, hemice
lulosa y sustancias pécticas, estdn hechos de polimeros orienta
dos linearmente que estdn presentes en todas las fases de.desa-
rrollo de la planta, la estructura de estos varia de planta a -
planta.

ontre las hemicelulosas nas importantes se encuen---
tran los xilanos, glucomananos y arabinolactanos.

L0s xilanos tienen la estructura general p-l,4-xilang
piranosilos de grado de polimerizacién de 150 a 200. A esta ca-
dena principal se encuentran unidas cadenas laterales de dcido
4-O-metilglucur6nico unidos a la xilosa por uniones o=-1,2 3 =
grupos arabinofuranosilos por uniones o -1,3 y grupos acetilos
en posiciones 2 y/6 3 de la xilosas.

108 glucomananos son cadenas de radicales de glucosa

v manosa unidas al azar por uniones‘3-1,4. Lsta cadena princi--

pal se puede ramificar una 4 dos veces por galactosa por medio



de uniones o-1,6 formdandose los galactoglucomananos.

1,08 arabinolactanos estdn formados por arabinosa y ga
lactosa unidasfS-l,B a los que se unen cadenas laterales de oli
gosacdridos de unidades de galactosa por medio de unioneslg-l,G
las cudles pueden llevar unidades de arabinofuranosa unidas por
(3-1,3 ) ﬂ-l,6 a la galactosa.

Las sustancias pécticas constituyen del 7 al 18 i del
total de carbohidratos de la pared celular primaria; los azuca-
res prescntes son: galactosa, arabinosa, ramnosa J dcido galac-
turdnicoe.

1,08 arabinolactanos ticnen una. cadena princinal de =
(3—1,4-3a1actésidos donde la arabinosa forma un polimero alta--
nente ranificado unidas por enlaces X=1,3 y OX=1,5.

Los galacturonorhamananos ectdn constitufdos por una
cadena principal de ot-1,4-galacturonoviranosilos teniendo éade-
nas laterales que contienen fucosa, xilosa, galactosa ¥ acido =
glucurdnico unido por ﬂ-l,4 a la fucosa y a la galactosa nor -

uniones ﬂ-1,6.

4.~ Agua: Hsta es controlada en la matriz por la depo
sicidn de material llenador que forma asociaciones intermolecu-
lares y estructurales de tipo gel, 5 por un llenador no huuec——

tante como la ligninae.

5.~ [laterial proteico: Alrededor del 5 & de la pared
celular es oroteina, y la que existe en mayor cantidad es una -

gliconroteina estructural compuesta por 13 ¢ de hidroxiprolina,
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gste aminodcido se encuentra unido a oligosacdridos de aproxima
damente 4 mondmeros de galactosa § arabinosa (0).

Una fracecién muy importante del material nroteico =
estd counuesto por enzimas. Un 80 ¢ de la actividad de la fosfa
tasa dcida de la célula se encuentra localizada en la nared ce-
lular (76). Yung y Northcote(11l0) encontraron peroxidasa en un
82 a 85 ¢ en la pared celular de mesofilo de tabaco, por medio
de electroforesis en gel de acrilamida encontraron 3 bandas de
isoenzimas anddicas de peroxidasa en la pared celular, liacder ,
Llever y Bopp (62) obtuvieron los mismos resultados.

Se ha encontrado que las hormonas vegetales como el -
Acido Indolacético, citocininas y etileno, pueden inducir la =-
sintesis de peroxidasas, las cudles juegan un papel imonortante
en la lignificacidén, metabolismo de comnucstos aromdticos, oxi-
dacién de auxinas y produccién de etileno (76), por 1o tanto la
nregsencia de peroxidasas es un factor inportante en el creCl=—-

miento y diferenciacién celulare.

las parcdes de célﬁlas adyacentes son mantenid;s Jjun=-
tas por medio de una caba llamada "laminilla media" (fige 2) =-
compuesta por polisacdridos no celuldsicos, especialuente pecti
nas. Atravesando la pared celular y aparentemente conectando el
protoplasma de células adyacentes, se encueniran filamentos nuy
finos de protoplasma llamados plesmodesinosSe

Alpgunas células especializadas depositan una 6 varias

capas de celulosa sobre la pared primaria, a 1z cudl se le deng

nina pared secundaria (fige 2)., Esta difiere de la primaria en



la carencia de sustancias pécticas. Ia pared secundaria consis-
te de celulosa, hemicelulosa y lignina, los polimeros encontra-
dos son glucanos, xilanos, dcido glucurdnico y mananos. Ia lig-

nina sirve para darle rigidez a la pared.

Fhgoy S

:
s S *

Wise 2.= Pared Secundaria (Si) de una célula de.vaso

(V) en una pldntula de avena. Las paredes primarias (P7) del va
so y aquellas de las células de parénquinma adyecentes (PC) es--

tdn senaradas por la laminilla lledia (IIL)e.

1as células de la epidermis segregan una cubierta de
cutina y sobre ésta se encuentra una caja de ceras. Ista cubier
ta exterior es llamada cuticula (fig.l) y su funcidn es retardar
la evaporacidén. Ia cutina es una mezcla de dcidos grasos polimé
ricos y las ceras estdn formadas por una mezcla compleja de al-

canos de cadena larga, alcoholes, cetonas ¥y acidos grasos.



Meweil y'col. (63) estudiando la estructura de la pa;;
red celular de las células de aleurona de cebada, encontraron -
gue la pared celular consiste de 85 % de Arabinoxilanos, 8 % de
celulosa y 6 ¢ de proteina.

18 extraccidn de la pared celular tiene como consecuen
cia la regeneracién de una nueva pared celular ¥y la subsecuente
divisidn si se encuentra en condiciones adecuadas. La ausencié -
de la pared celular facilita los estudios de fusibn, absorcidn -
‘de particulas extrafias, de regeneracién de la pared celular, la
interaccidn de hormonazs y enzimas con la membrana externa del ==

protonlasto,

B) .- E1 plasmalema é membrana externa del protoplasto

L1 plasnalema estd formado de una bicapa asinétrica de
fosfolfpidos dentro de los cudles estdn intercalados sitios ri=--
cos en proteinas especificas,_funcionalmente diferenciadas. Ade-
mds Hartumann y col. (47) han encontrado due el plasmalema contie
ne mds esterol que otras membranas celulares, sin embargo, Rue=-
sink (91) encontrd que el plasmalema de protoplastos aislados de

coleoptilos de avena (Avena sativa) tiene poca cantidad de este-

rol y no se observa la presencia de tirosina, la cudl juega un -
papel muy importante en algunas células animales. También obscr-
vd que e) plasmalema se rompe mds fdcilmente por detergentes ca-

tidnicos que por los aniénicos y, los detergentes iénicos son -

’ . . . . . >
nds activos que los no idnicos, suguiriendo la mr esencia de luga
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res cargados electronegativamente en el plasmalema, los cudles -
estdn implicados en mantener la estabilidad de la membrana. Moté
yoshi, Bancroft y Watts (69) encontraron resultados sinilares en
relacidn a la electronegatividad de la membrana al observar que

los virus de un punto isoeléctrico negativo necesitan de un poli
catién para lograr la infeccidn, mientras que el virus X de la =
papa ¥y una variante del Virus del liosaico del Bromo, que tienen

puntos isocléctricos positivos no necesitan del policatidn., Todo
esto nos lleva a pensar que las proteinas constituyentes del -
plasmalema presentan grunos fuertemente electronegativos en el -

exterior de la membrana.,

n las células de plantas es caracteristico la conti--
nuidad del citonlasma celular por medio de interconecciones con
otras células vecinas llamados plasmodesmos, los éuéles son pro-
longaciones del plasmalema que se pueden observar por liicrosco=-
pia Electrénica y son resnonsables de la Fusién Espontdnea.

E1l plasmalema puede expanderse grandemente en nresen=-
cia de un medio hipoténico y retraerse en un nedio hipertdnico -
(fige 3)e Hall y Cocking (45) observaron que el plasmalema se en
cuentra menos tensionado en medios plasmoliticos hinertdnicos =-
que en nedios hipoténicos y pueden permitir una deplasmolisis 6
sea pueden regresar a su estado original al retornar al medio =-
isotdnico.

Ruesink (91) habla de una pérdida del drea superficial
del plasmalema de hasta 25 % al convertir células de coleontilo

de avena en protonlastos estabilizdndolos con manitol 0.5 ll.oste

material a menudo termina en vesiculas en el citonlasma, proba=-

.



blemente por un proceso parecido al de endocitosise.
purante la regeneracidn de la vared celular, el plasma

lemg juega un pavel muy importante, como se vers en el (Cab. 1Ve

C).- Condiciones Sptimas para el aislamiento de proto-

plastos de plantas superi Oress.

Es conveniente para aislar protopListos viables obte--
ner las condiciones Sptimas del aislamiento de los protoplastos,
para esto, vamos a revisar los aspectos mds importantes, que -
son:

l,- Seleccidén del material

24~ Esterilizacién del material

Z .= Seleccidn de los agentes estabilizantes

4.- gnzimas y componentes del medio enzimdtico

5.- ph del medio enzimdtico

6.~ Temperatura de incubacidén del medio enzimatico
7o~ Tiempo de incubacidn del medio enzimatico

8.- purificacidn de la suspensién de protoplastos

9.~ Viabilidad de los protoplastos

1.~ Seleccién del material: E1 principal requisito ra-
ra la produccién de nrotoplastos estables es la fuente de plan--
tas crecidas en condiciones dptimas y en la fase de desarrollo -

adecuada .

cuando se tienen plantas apropiadas es relativamente -
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fdcil preparar orotoplastos. Otsuki y Takebe (79) reportan que -
la velocidad de maceracidn y el rendimiento de protoplastos de-
penden en gran parte de la edad y condicidn fisioldgica de la
planta que se usa como fuente de protoplastos, por lo tanto es
conveniente determinar las mejores condiciones de crecimiento ¥y
la etapa de desarrollo nds apropiada para cada variedad, Vatts,
lotoyoshi y King (103') sugieren:

i) 1o se deben usar plantas donde se muestre senescencia en
las hojas inferiores, debido a que la acumulacién de al-
middén hace inestables a los protoplastos.

ii) 1as plantas muy jévenes son demasiado fragiles, de mane-
ra que las preparaciones de prot oplastos que aparentemen
te estan en buenas condiciones mueren tiempo después.

En el caso de aislamiento de protoplastos a partir de
hoja de tabaco, se recomienda usar las hojas més grandes. 5in em
bargo, Coutts, Cocking y Kassanis (28) encontraron que las hojas
mas adecuadas para el aislamiento de protoplastos de tabaco son
las que no estdn bien extendidas (20 a 25 cm. de largo), a menu-
do encontradas de 4 a 6 hojas del dpice.

cuando los protoplastos aislados tienen una coloracidn
verde cobriza, indica la seleccidén de hojas inmaduras 4 condicio

nes de cultivo de la planta inadecuadas(l03').

5>.- Esterilizacién del Laterial: Para esterilizar el -
material que se va a utilizar se coloca el tejido u Organo en -
alcohol durante un corto tiempo con el fin de extraer grasas (en

las cuales proliferan bacterias) de la epidermis. Enseguida el
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material se remoja en una solucidn de hipoclorito de sodio 6 de
calcio 8 cloruro mercurioso para eliminar los microorganismos =
presentes. Esta solucidn se ouede complementar con la adicidn de
un detergente para abatir la tensién suverficial y lograr una es
terilizacidén completa. Después se enjuaga unas tres veces con =-
agua destilada estéril para asegurarnos de la eliminacién de las
sustancias anteriores.,

1as semillas son esterilizadas al colocarlas en alcochol
absoluto durante 10 min., se remojan en una solucidén de Ca(0OCl)
al 10 ¢ durante 20_6 30 nin. y se enjuagan 3 veces con agua des-
tilada estéril(35). Yamada y col. (108) esterilizaron senmillas -

de arroz (Oryza sativa) con alcohol al 70 ¢ y enseguida con =-=-

HgCl al Q0.2 ¢ durante 20 min., después se lavaron al chorro de
aguaedurante 3 horas y antes de usarse se bonen en contacto nue-
vamente con una solucién de HgCl al 0.5 % durante 10 min., se
pasan nor alcohol al 70 % y se eijuagan 3 veces con agua destila
da estéril,

Las frutas se esterilizan con alcohol absoluto durante
10 seg., NaOCl al 2 % durante 10 min. y se enjuagan 3 veces con
agua destilada estéril(35).

las hojas se colocan en una solucidén de alcohol al 70 %
durante 30 sege, Ca(OCl) al 0.8 4 conteniendo detergente al 1 %
durante 15 min. y se enJuagan 3 veces con agua destilada estéril
(6)e

Algunas veces no se logra esterilizar comnletamente el

material y se obtienen contaminaciones. LEvans, yoodcock y Keates

usaron gentamicina para reducir el problema de contaminacidén bac
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teriana en protonlastos aislados de trigo (Triticum aestivum) y

arroz (Oryza sativa) con buenos resultados. Shepard y Totten -

(95) también usaron gentamicina. Davey, Bush y Power (31) usaron
Penjcilina (10 U/ml.) ¥y Carboxibencilpenicilina (200 'Jg/ml.).
yatts ¥y King (103) hicieron un estudio comparativo de

varios antibidticos, encontrando que los protonlastos de plantas
son mucho mds sensibles a los antibidticos que las células anima
les y, que los que menor dafio causan a los protoplastos son Car-
benicilina (250 Me/ml.), antibacteriano y, Nistatina (25 U/ml.)
8 Amfotericina B (2.5 pg/ml.) contra hongose ILa Nistatina fué -
muy efectiva al controlar el crecimiento de hongos alin a concen-
traciones altas sin afectar aparentemente a 1ds protoplastos cul
tivados en medio 1iquido, pvero en medio sbélido fué mejor la Amfo
tericina B.

Kassanis, White y woods (55) encontraron qﬁe la genta-
micina y otros antibidticos en cantidades que inhiben el creci=--
miento bacteriano también inhiben la multiplicacién del virus en
protoplastos. Esto se previno usando HnCl 10 mif en el nedio de

2
incubacién, sin quedar claro el efecto inhibidor del wnCl .

2
%o se ha hecho hasta hoy un estudio exhaustivo sobre -
el efecto de los antibibticos en células de plantas, por lo que

es preferible prescindir de ellose

| 3.~ Seleccién de los agentes estabilizantes: Ia pared
celular ejerce una presidén determinada sobre el protoplasto. Du-
rante el aislamiento de protonlastos es conveniente reemnlazar -

la presién ejercida normalmente por la pared celular para mante-
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)

ner la integridad de los protonlastos, al reemnlazar la presidn
de la pared lo haremos a una presién ligeramente nas alta, de ma.
nera que los protonlastos estén ligeramente plésmolizados.

se habfa mencionado anteriormente, que Tribe (24) de--
nostrd que la muerte de células normalmente asociada con la sepa
racién de la vared es eliminada al plasmolizar a las células,

cuando el medio en el que se encuentra la célula estd
nds concentrado (medio hipertdnico), la célula suffe una plasmo-
lisis (fige 3), es decir que la membrana celular y su contenido
se desprenden de la pared como resultado de la retraccidn, dejan
do un esvacio libre entre la membrana y la nared que es ocupado
por la solucidén del medio. Al agente que nroduce la plasmolisis
se le denomina plasmolitico, agente plasmolizante 4 estabiliza—-

dor ogsméticoe.

Membrana vacuolar - Pared celular
Citoplasma

Membrana
plasmatica

Salida osmética "~

L

\ Enuadu osmética |

del medio diluido i al medio hiperténico

i< Salida osmética al +
4 — | o
4

miedio| isoténice Entrada osmética s

del medio isoténico o~
Solutos de la/
solucién externa

e
R

Evaporacn’)n del aire !

Turgida Sin turgencia (marchita) Plasmolizada

FPige 3.~ Estados osméticos en una célula vegetal.,

El nroceso de plasmolis 1s imnlica varios eventos 1nter

denendientes que pueden ser quimicos y estructurales. Ias solu-
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ciones hivertdnicas producen la pérdida de agua en las células y
asi, las actividades de las células pueden ser alteradas por cam
bios en las fuerzas idnicas del citonlasma. Una consecuencia es-
tructural muy obvia es que, durante la plasmolisis hay un descen
so en el drea total del plasmalema (4,91).

Dependiendo de si es apropiada al tejido, la plasmoli-
sis parece que no altera irreversiblemente las estructuras celu-
lares (40), por lo que es muy importante la seleccidén de un agen
te estabilizante adecuado. Boffey y Northcote (5) observaron que
la plasmolisis de protoplastos de mesofilo de tabaco »roduce un
descenso en la sintesis total de pectinas, pero estimula la in--
cornoracibén de arabinosa.

_'Tbs plasmoliticos mds usados son las osas-alcoholes -
(manitol y sorbitol), la sacarosa y las mezclas salinas (.por —-
ejm. KC1 y cacl ) (18). la condicién que deben presentar es que
no penetren en 21 protoplasto 6 que 1o ﬁagan lentamente.

Hay dos procedimientos para seleccionar la concentra-
cibén Sptima del plasmoliticoz

i) Observar al microscovio y comparar el rendimiento de pro
toplastos contra la concentracidén del medio nlasmolitico. Se co-
loca el tejido que se va a utilizar en varias cajas Petri conte-
niendo una concentracién determinada de enzimas y el medio plas-
molitico a diferentes concentraciones, se ponen a incubar entre
3 y 4 horas y se observan al microscopio, relacionando el porcen
taje de protoplastos obtenidos contra la concentracidn del medio
plasmolitico (100) y la forma esférica regular que tengan (93).

Se comparan los resultados obtenidos contra otrog agentes.
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schalskolskaya y cole. (93) encontraron que Dpara el ais
lamiénto_de protoplastos de mesofilo de hoja de cebada (Hordeum
vulgare), la concentracidn Sptima era de 0.34 Il y que el manitol
era la mejor sustancia plasmolitica. Uchimiya ¥ Ilurashige (100)
aislando protovlastos de suspensiones celulares de tabaco (Nico-

tiana tabacum), encontraron que la fructosa, galactosa, sorbitol

y manitol dieron resultados similares,'en cambio la glucosa y la
sacarosa dieron rendimientos muy bajos.

ii) Ia otra manera de encontrar la concentracién 6ptima del
agente estabilizante, es comparando la ganancia 6 pérdida de pe-
so del tejido en relacién con la concentracién del medio plasmo-
1{tico (comunicacidn personal del Dr. Guillermo Carrillo), ¥y se
efectda de la siguiente manera:

ge pesan pedazos del tejido que se va a utilizar y se
incuban en varias cajas Petri, las cudles contienen diferentes
cantidades del medio plasmolitico, durante 1 4 2 horas, luego se
sacan, se seca el exceso de ligquido y se pesane. Enseguida se ha-
ce una comparacién entre el-porcentaje de ganancia 6 pérdida de
peso contra la concentracién del agente plasmolitico. Se reco-
mienda usar un valor ligeramente superior al punto cero para asg
gurar la plasmolisis del tejidoe.

Algunos investigadores recomiendan una plasmolisis an-
tes del aislamiento enzimdtico (37), otros recomiendan usar una
mezcla de azucares, Pero lo mejor es que adends de usar la con=--
centracién y el agente plasmolitico adecuado, se mida la presién

osmética y ajustarla a la de la célula, como lo hacen Kao y col.

(55).
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4.~ Enzimas y componentes del medio enzimdtico:z E1 pro
cedimiento enzimético congiste en la degradacidén de la pared ce-
lular por medio de enzimas adecuadas. Como ya hemosg visto, la
nared celular estd constituida princinalmente por sustancias pég
ticas y celulosa, ain cuando hay presentes otros polisacdridos,
dstos se encuentran unidos a la celulosa. Las enzimas utilizadas
son celulasas y pectinasas.

las celulasas han sido extraidas de hongbs y caracoles,
tambidén se encuentran presentes en algunas frutas (96'). Estas -
enzimas romnen las uniones @~1,4 de glucdsidos en mondmeros ter-
minales (exo) & en intermedios (endo), produciendo ﬂ—l,4-celobig
sa, p—l,4—celotriosa y glucosa. pambién se han encmntrado(S-l,B-
glucanasas (102*), son inhibidas por la presencia de metales pe-
sadosg, reactivos sulfhidricos y agentes oxidantes 6 reductores.

Una prevaracidn comercial es la celulasa Onozuka R-10

obtenida del hongo Trichoderma viride. Su actividad mgxima se =--

presenta en un rango de pH de 4.0 a 5.0, entre las impurezas pre
sentes contiene hemicelulasas que hidrolisan xilanos, glucanos,
mananos, galactomananos, proteasas ¥y galactonasas.
1as enzimas que destruyen a las sustancias pécticas y

pectinas son llamadas pectinasas ¥y hay tres tipos de éllas, las
cudles pueden actuar en mondmeros externos 6 internos.

i) Estearasas: pectinesterasas § exo- 6 endo-poligalacturo-
nasas, las cudles producen el rompimiento del grupo ester de los
4cidos nécticos, produciendo pectinas y alcohol met{lico.

ii) pidrolasas: Glicosidasas 4 exo~ & endo-polimetilgalactu-

ronasas, las cudles atacan las uniones &-1,4 § (j~1,4 de poliga-



lacturdnidos (PLG).

iii) Liasas: Exo- & endo-poligalacturonato-transeliminasas
8 exo~ 6 endo-pectin-metil-transeliminasas (PUTE) las que elimi-
nan 8 afiaden una moldcula de agua en posicidn trans- sobre una -
doble ligadura.

Una preparacidén de pectinasa comercial es la llaceroci-
ma R-10 extraida de Rhizopus, que exhibe su mdxima actividad en
un rango de pH de 5.0 a 6.0. Estd compuesta por varias poligalac
turonasas, pectintranseliminasas y hemicelulasas tales como ara-

banasas, galactanasas y xilanasas.

las preparaciones enziméticas que se usaron en los »ri
meros aislamientos de protonlastos (16,20,24) eran nrenaraciones
enzimdticas crudas, las cuales contenian gran cantidad de impure
zas, que podian daflar a los protoplastos. Varios investigadores
se han avocado al problema de purificar éstas prenaraciores. Un
método para purificar estas preparaciones es la elucién de la --
mezcla a través de Sephadex G-25 seguido por un tratamiento con
carbén activado y finalmente‘evaporacién del vacio(56) . Algunas
preparaciones comerciales se pueden purificar mds con un trata--
miento con Biogel (35). Actualmente existen preparaciones comer-
ciales altamente purificadas.

En ciertos tejidos, particularmente en frutos, hay un
alto contenido de nectinas y los protoplastos se pueden aislar -
usando unicamente pectinasas (43,89). Se han encontrado en ex~=—-

tractos de fruto de tomate varias enzimas: un complejo de celula

sas: dos endo-p—l,4-glucanasas, una exo-p-1,4-glucanasa(96') »



una ﬂ-l,B-glucanasa (96+,102*) que degradan celulosa insoluble a
celodextrinas de bajo neso molecular y glucosa (96') y varias =-
pectinasas: pectinesterasas (89'), poligalacturonasas (39,1C2')
J ﬂ-galactosidasas (l027). Estas enzimas son respongables del a-
blandamniento del fruto al hidrolizar las pectinas y celulosa.

Gregory y Cocking (43) aislaron grandes cantidades de
protonlastos de ldculo de fruto de tomate usando Pectinol R-10 .
Raj y Herr (89) también lograron aislar protoplastos de las re--
giones interplacentales de frutas de Solandceas al digerir las -
paredes celulares con pectinasa Sigma.

Schalskolskaya ¥y col.‘(93) encontraron que no era nece
sario la adicifén de pectinasa vara aislar protoplastos de mesofi
lo de cebada., Sin embargo, €s necesario,hacer un estudio comple-~
to de la necesidad de enzimas para cada tejido, pués Willison y
Cocking (104) encontraron ?or estudios en Microscopia Electrdni-
ca que, en el caso de protonplastos aislados de 1éculo de fruto -
de tomate por medio de pectinasa solamente, quedaban algunas mi-
crofibrillas de celulosa remanentes gobre el plasmalema de algu-
nos nrotonlastos, por lo que era mds conveniente agregar celula-
sa, con la cudl no se observaban estas microfibrillas.

Indudablemente que un exceso de enzimas vrovoca daiios
a los protonlastos, por lo que se tiene que buscar una concentra
cién minima de enzimas que logre el aislamiento de una gran can-
tidad dé protoplastos. Para esto conviene describir el procedi--
miento mds utilizado, con algunas diferencias, denendiendo del

tejido y las necesidades de enzimas, como lo reportan Schalskols

kaya y col. (93) quienes solo usaron celulasae.



11 procedimiento para encontrar la concentracidén Spti-
ma de enzimas es el siguiente:

Se coloca el tejido que se va a utilizar en varias ca-
jas Petri, las cuales contienen el medio plasmolitico adecuado -
en presencia de pectinasa mantenida a una concentracidn constan-
te y la celulasa en cantidades variables y, después de 3 a 4 ho-
ras, se procede a observar al microscopio, relaci onando la canti
dad de protoplastos morfoldgicamente intactos (93) y/6 el porcen
taje de protoplastos obtenidos, contra la concentracién de celu-
lasa utilizada (100); después de obtener la concentracién Sptima
de celulasa, se repite el procedimiento para obtener la concen--
tracidén Sptima de pectinasa. yamada y col. (109) encontraron que
usando celulasa al 5 % y pectinasa al Q0.1 % en presencia de sor-
bitol 0.5 M obtenian un rendimiento de 50 % de protoplastos a -
partir de una suspensién de células de tabaco (N. tabacum).

Varios investigadores han utilizado otras sustancias -
adends de las enzimas en el medio de la solucidn enzimdtica. Ta-
kebe, Aoki y Otsuki (98) usaron sulfato de dextrana y potasio, -
el cual mejord la separacidén celular. jambién se ha usado rolivi
nilpirrolidina (27). las sustancias tales como el sulfato de dex
trana y potasio y la Polivinilpirrolidina reducen el nivel de -
las nucleasas de la preparacidn enzimética, particularmente cuan
do ésta no estd purificada. Uchimiya y liurashige (100) agregaron
sulfato de dextrama y potasio a la solucidn enzimdtica en dife--

I d . . . . .
rentes concentraciones, pero no se-logro un mejoramiento signifi
cativo en la produccidén de protoplastos aislados de una suspen=-

8idén celular de tabaco (H. tabacum). Davey, Bush y Power (31) ¥



kartha y col. (56) utilizan sales minerales en medios de cultivo

con la solucidn enzimdtica.

5.~ PH del medio enzimatico: Debido a que las enzimas
tienen una actividad mdxima a un pH especifico, todos los proce-
s08 regulados por enzimas son devendientes del pH de la solucidn.
Lo mismo sucede en el aislamiento de protoplastos por procedimien
tos enzimdticos.

se ha visto que durante el aislamieﬁto de protoplastos

de haba (Vicia faba), el pH de la solucidn enzimdtica desciende

mds & menos una unidad (8l) y la produccidén de protoplastos de=--
pendié del aislamiento enzimdtico a un pH cercano a 7.0. Schenk
e Hildebrandt (24) demostraron que la obtencidn de protoplastos
de un pH menor de 5.0 es reducida enormemente. Algunas veces pue
de ocurrir que al buscar el pH Sptimo para el aislamiento de pro
toplastos se encuentren dos valores maximos (100), esto posible-
mente indica la presencia de 2 isoenzimas 6 diferentes requeri--
mientos de pu de la preparacidn de la celulasa y pectinasa.
Procedimiento para éncontrar el pu Sptimo: Se colocan
varias cajas retri con el tejido que se estd utilizando, en las
cuales se encuentra el medio plasmolitico y las enzimas en la -
concentracidn adecuada y, si es necesario algin componente no
enzimdtico. Se hacen pruebas a diferentes pHs durante 3 4 4 ho=-
ras de incubacidén, se observan al licroscopio y se relaciona el

pH con la produccidén de protoplastos.
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6.~ Temperatura de incubacidn de la solucidn enzimdti-
ca: Al igual que los procesos regulados por enzimas son depen=--
dientes del pH, también son dependientes de la temperatura de in

cubacidn, por lo que tiene que buscarse una temperatura adecuada
en la cual se obtenga la mayor cantidad de protoplastos sin que
estos se vean dafiados. Schalskolskaya y col. (93) encontraron -
que a 320 C se lograban aislar un gran porcentaje de protoplas—-
tos de mesofilo'de hoja de cebada (H. vulgare), al digerir el te
jido con celulasa Onozuka R-10, ademds de obfenerse un mayor ren
dimiento, la velocidad de maceracidn fué mejorada notablemente.

Uchimiya y lurashige (100) al aislar protoplastos de una suspen-
sidn celular de tabaco no encontraron un efecto significativo en
tre la temperatura de incubacidn y la produccién de protoplastos

o)
y usaron una temperatura de 27 C.

Procedimiento usado para encontrar la temveratura 6pt1
ma de incubacidn: Se hace variando la temperatura con las varia-

bles anteriores ya definidase.

Te~ Tiempo de incubacidn de la solucidn enzimdtica: El
perfodo de incubacidn de la solucidn enzimdtica es el tiempo en
el cual la pared celular ha sido completamente digerida por el -
medio de maceracidn. Una prolongada estancia del medio de diges-
tidn con los protoplastos loé puede daflar, al alterar la permea-
bilidad del plasmalema y permitir la entrada de material tdxico

dentro del protoplasto, por lo que es conveniente encontrar un

tiempo de digestidn adecuado.

Algunos investigadores han usado tiempos de maceracidn
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largqs, hasta de 16 horas (19,34,86), pero la mayoria usa un -
tiempo de digestidn corto de 3 a 5 horas (6,10,93,100,109).

Uchimiya y lMurashige (100) observaron que después de
3 horas de digestidén, el porcentaje de protoplastos producidos -
no aumentaba. Yamada y col. (109) encontraron que a 5 horas de
digestidén se lograba producir hasta 50 % de rendimiento, el cual
no era mejorado con mgs tiempo de digestidn.

Procedimiento para encontrar el tiempo de digestidn: .

Es el mismo para encontrar la temperatura, con las condiciones -

ya encontradas se toman muestras en lapsos de tiempo de media ho

ra y se observan al microscopio, buscandose el mejor rendimiento.

8.~ Purificacidén de las suspensiones de protoplastos:
durante él aislamiento de protoplastos, forman una suspensién -
junto con los restos celulares, la cual algunas veces es diffcil
de purificar. |
| wxisten varias técnicas de purificacidén de protoplas=—-
tos reportadas:

i) suspensién de protoplastos en sacarosa: Esta téecnica fué
desarrollada por Pojnar y cocking (85), la cual consiste en fil-
trar los nrotoplastos a través de una gasa 6 bien a través de -
una malla metdlica para eliminar restos celulares muy grandes; -
el filtrado se deja reposar 5 minutos para permitir que los pro-
toplastos queden flotando y los restos celulares gsedimenten. Se
transfiere una cantidad determinada de la suspensidén al fondo de

un tubo de ensaye y se llena el tubo con una solucidén de sacaro-

sa; despuds de media hora los protoplastos se encuentran flotan-
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do y se transfieren como una suspensién concentrada a otro tubo

de ensaye y se repite el procedimiento; a estos protoplastos se

les llama "dos veces lavados". Se hace otro lavado para diluir -
las enzimas.

Este método ha sido muy utilizado, con algunas innova-
ciones, por ejm. usar una solucidn salina en lugar del medio de
cultivo (91). Otros en lugar de poner a flotar los protoplastos,
los centrifugan a bajas velocidades (400 rpm)(100).

ii) XKanai y mdwards (54) disefiaron un método para purificaf
suspensiones de protoplastos aislados de mesofilo de plantas de
metabolismo de ¢ , C ¥y acido Crasuldceo. Este método consiste -
en un sistema de dos fases: Dextrana acuosa (T 40) ¥ Polietiien-
glicol, quedando la suspensién de protoplastos en la interfase.

iii) Purificacidén con un gradiente: Chupeau y morel (17) -~
utilizaron un gradiente de sacarosa/sorbitol para la purifica---
cidn de protoplastos aislados de tejido de tabaco no diferencia-
do (callo) con muy buenos resultados.

iv) gregory y Cocking (43) diseflaron tres aparatos para el
aislamiento y purificacidn en gran escala de protoplastos de fru

to de tomate (L. esculentum) con los cuales se puede trabajar -

hasta con 20 frutos a la vez, y la purificacién es por el método
de flotacidn de protoplastos en sacarosa.

v) Koblitz y Scheunert (58) lograron idear un aparato que
sirve para purificar la suspensién de protoplastos y, que permi-
te mejoras significativas en cuanté-a la obtencién de material -

estéril y a la vez permite la reduccidén del tiempo de digestidn

de la pared celular.
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9~ Viabilidad de los protoplastos: La viabilidad de -
los protoplastos es el porcentaje de protoplastos que sobreviven
despuds del tratamiento enzimdtico,

Una vez que se ha aislado y purificado la suspensidn -
de protoplastos, es necesario saber la viabilidad de los mismosf
Benbadis y Baumann (3) hicieron un estudio ultraestructural de -
los organelos celulares en loé protoplastos aislados, el cual no
reveld alteraciones solo un incremento en la actividad del Apara
to de Golgi, posiblemente relacionado con la sintesis de la nue-
va pared celulare.

Un procedimiento para medir la viabilidad de los proto
plastos, es el uso de colorantes vitales, los cuales reaccionan
y dan una coloracidn caracteritica para cada colorante cuando -
las células & los protoplastos estdn vivos. Otra manera de ver
la viabilidad de los nrotoplastos es observando el flujo cito=--
pldsmico (100) vero es mis significativo relacionar la viabili--
dad de los protoplastos con la capacidad de regenerar la pared -

celular, dividirse y formar colonias (73).

A pesar de no ser comparables los procedimientos (ne-
cdnicos y enzimdticos) de aislamiento de protoplastos, el proce-
dimiento enzimdatico es mucho menos tedioso y producen una mayor
cantidad de protoplastos viables que el procedimiento mecanicoe.
Es por esto que el procedimiento enzimatico de aislamiento de -
protoplastos es mucho mdas usado que el mecdnico, ademds de su fa

cilidad de manejo.

. . . 4
Se han aislado protoplastos por procedimientos enzima-
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ticos en frutos (43,89), semillas (91), raices (20,82), polen -~
(2), hojas (6,30,34,37,73,81,86), tejido no diferenciado €6,8,9;
17,46) y suspensiones celulares (5,17,100,102,109).

las paredes celulares de algunos frutos estan formadas
en su mayor parte por pectinas (89) y la obtencidén de protoplas-
tos se efectia usando la solucidén enzimatica con mayor cantidad
de pectinasa que celulasa. El aislamiento de protoplastos de se-
millas y raices se dificulta debido a la constitucidn de la pargd
celular de estos tejidos que es mds compleja y mas gruesa (91, -
82). En el caso del polen son células haploides relativamente di
ficiles de manejar y con problemas para esterilizarlas. Ias ho-7

jas han sido muy utilizadas para el aislamiento enzimatico de

protoplastos, lo mismo que las suspensiones celulares y callos

(tejido no diferenciado).

Ias suspensiones celulares y callos presentan varias
ventajas sobre los tejidos anteriores.
1) Ia cantidad de enzimas utilizadas es menor
2) Existen menos problemas de contaminécién

3) Presentan mayor facilidad de manejo

Sin embargo presentan algunas desventajés:
1) En algunas suspensiones celulares y callos no se han po-
dido aislar protoplastos & los rendimientos son muy bajos (35).
2) Ia purificacidén de la suspensién de protoplastos se hace
dificil debido a que los restos celulares y los protoplastos son

transparentes y, al no observarse estos no se pueden eliminar fé

cilmente. Chupeau y Horel (17) solucionaron este problema purifi
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cgndo la suspensidén de protoplastos aislados de tejido de tabaco
no diferenciado (callo) en un gradiente de sacarosa/sorbitol,

3) Cuando se planea un estudio de fusién de protoplastos s
~-debido a que el mejor material para fusidn son los protoplas=-
tos con poca vacuolacién y considerable cantidad de citoplasma
(35) == los protoplastos resultantes de suspensiones celulares y
callos son agltamente vacuolados, y por consiguiente con poco ci-
toplasma, es dificil lograr la fusién de estos protoplastios. Es-
te problema se puede resolver utilizando conéentraciones ba jas
de auxinas y concentraciones altas de citocininas en el medio de
cultivo, las cuales dan lugar a protoplastos altamente citoplds~
micos y en éstos se puede inducir la fusidén con un agente tal co

mo el nitrato de sodio (35).
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CAPITULO IV.~ DESARROLLO DE LOS PROTOPLASTOS.

ILos protoplastos presentan caracteristicas como la re
gen@racidn de la pared celular, divisidn celular y regeneracidén
de plantas completas en condiciones adecuadas (34,38,54,71,97),7,'

Es claro que durante el aislamiento una parte de los
protoplastos son dafiados, durante el cultivo, también algunos -
son afectados, pero presentan ventajas sobre el cultivo de célg
las. asi, Nagata y Takebe (73) obtuvieron una eficiencia de pla
queo de 40 % en células de empalizado de hoja de tabaco, mien--

tras que los protoplastos aislados enzimdticamente del empaliza

do de hoja de tabaco dieron una eficiencia de plagueo de 60 %He.

Ae— Condiciones apropiadas para el desarrollo de los

protoplastos/de Plantas Superiores.

Indudablemente que el desarrollo de los protoplastos
también requiere condiciones apropiadas, entre éstas, las mds -
importantes son:

l.- Medios de cultivo

2.~ Condiciones de luz

3.- Temperatura de incubacidn

4.~ Velocidad de agitacidn de las suspensiones

5.~ Concentracidén 8 densidad celular
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1.- Jledios de cultivo: Los medios de cultivo son solu
ciones que contienen los requisitos minimos necesarios para man
tener & desarrollar algunas células.

Para el estudio de los medios de cultivo, lo vamos a
subdividir en:

i) composicién del medio de cultivo

ii) Técnicas de cultivo

i) Composicién del medio de cultivo: Fundanentalmente
los medios de cultivo de protoplastos se componen de:
a) El medio plasmolitico
b) sales minerales
¢) componentes orgdnicos

d) Hormonas vegetales

a) £l medio plasmolitico: Ya se ha discutido la impor
tancia de un agente que reemplace la presidn ejercida normalmen i
te por la pared celular (pég, 28). Generalmente el estabiliza--
dor osmético es un azucar é sales minerales, algunas veces se -
usan mezclas de azucares (102). iallin y Eriksson (102) usaron
una mezcla de sacarosa, manitol y Modopeg (Polietilenglicol CO~-
mercial) con la cual obtuvieron una mayor cantidad de divisiof-
nes celulares. E1 medio plasmolitico juega un papel muy impor=-—

taﬁte en la regeneracién de la pared celular (inciso B del Cap.

IV) e

b) sales minerales: 1Os requisitos de sales minerales



de los protoplastos son los mismos qﬁe utilizan las. células, ya
que los protoplastos son células normales desprovistas de la pa
red celular. Estés requisitos dependen de la especie y variedad
de la planta, del tejido y del grado de diferenciacidn.

Un componente que parece ser critico en el cultivo de
protoplastos es el calcio (102). Lste jﬁega un papel muy impor-
tante, pués ya hemos visto cémo el plasmalema se encuentra car-
gado electronegativamente (pége 23) ¥ cdmo la presencia de ca=-
tiones divalentes como el calcio inactivan las nucleasas.(69) |
1as cuales pueden romper el plasmalema. Kao y col. (55) encon=-
traron que hay una relacidén entre la cantidad del calcio y la -
cantidad de divisiones celulares. Otro componente que se ha en-
contrado que favorece la divisidén celular de protoplastos aisla

dos de mesofilo y segmentos de tallo de Becerra (Antirrhinum ma

jus) es el amonio (84).

e

c¢) Componentes organicos: Entre los componentes orga-
nicos mis importantes se encuentra la sacarosa, la cual juega =
un papel muy importante en la regeneracién de la pared celular
(65,66) y en la divisidn celular (55,102).

Poirier-Hamon y col. (84) encontraron que la adicidn
de un hidrolizado de caseina estimuld la divisidn celular. Esto
es debido a que en el hidrolizado de caseina se encuentran ami-
noacidos ¥y polipéptidos. Otros invgstigadores han preferido -

agregar aminodcidos y vitaminas al medio de cultivo (17,71,73).

d) Hormonas vegetales: Las hormonas son sustancias -

'



quimicas que actdan a distancia y en pequeflas concentraciones.
El mecanismo de accidn de las hormonas vegetales no se conoce -
ampliamente. Los protoplastos han sido sistemas de estudio para
la elucidacién del mecanismo de éstas.

Entre las hormonas mds conocidas estdn las Gibereli--
nas, el etileno, el Acido Absicico, las auxinas y las citocini-
nas. lLas que nos interesan son las dos ultimas: Ias auxinas y -

las citocininas.

I1as auxinas mds conocidas son:

Acido Tndolacético (1A4)
Acido Naftalenacético (NAA)
Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

1as citocininas mds conocidas son:

6-rurfurilaminopurina ' (cinetina)
6-Bencilaminopurina (6-BAP)
Benciladenina _ (BA)

6-(4-hidroxi-3-metil-but—trans-enilamino)purina (zeatina)

l-etoxi-9-etiladenina (Y-96)

Ias hormonas a una concentracidn alta vresentan efec-
tos inhibitorios. Hall y Cocking (45) observaron que el TAA in-
duce el crecimiento, causando inflacidén en las células las cua-
les a una concentracién muy alta de TAA se puede destruir. Ia

concentracidén mdxima de IAA que se puede usar para el cultivo -

de protoplastos aislados de coleoptilo de avena (AVena sativa)
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Kartha y col. (56) encontraron que la BA sola, induce
la sintesis de clorofila en protoplastos aislados de Nabo (Bras

sica napus L. cv zephyr). Ia BA gola induce la'regeneracién de

plantas a partir de segmentos de tallo de nabo. Bright y North-
cote (8) observaron que la Zeatina aumenta la frecuencia de di-
vigién de nrotoplastos aislados de células de pldatano., Short, -
Tepfer y Fosket (97) encontraron que la zeatina estimula la for
macién de poliribosomas aun en presencia de Actinomicina D.

Se ha encontrado que el IaA, citocininas y etileno in
ducen la sintesis de isoperoxidasas, las cuales tienen un papel
nuy importante en la lignificacidén, metabolismo de compuestos -

aromidticos, oxidacidén de auxinas y la produccién de etileno -

(76) .

ii) Técnicas de cultivo: Ias tdenicas de cultivo de -~
protoplastos mds usadas sonz
a) liedio lIguido
b) Medio sdlido
¢) Técnica de las microcdmaras

d) Técnica de cultivo nodriza

a) Medio 1iquido: Esta técnica consiste en colocar go
tas de suspensiones de protoplastos en cajas Petri, donde el me
dio de cultivo estd en medio liquido (55). Esta técnica provee

un mejor intercambio gaseoso y la difusidén de los compuestos ex

cretados y, lo mas importante es que facilita la renovacidn del



medio de cultivo.

b) Hedio sdélido: En esta técnica, los protoplastos se

colocan en placas de agar (73). Bl cultivo en medio sdlido ha -

sido ampliamente usado y el plaqueo en agar €8 superior para -~

protoplastos. Davey y Short (30), observan que el medio de cul-
tivo sdlido estimula la regeneracién mds completa de la pared -
celular que el medio de cultivo 1iquido en protoplastos aisla--

dos de hojas de legumbres.

c) Técnica de las microcamaras: Esta técnica ha sido
desarrollada porx Vvasil y Vasil (101), en la cual ge usan cajas
Petri muy pequefias de un volumen de 0.03 ml.. Esta técnica tie-
ne la ventaja que los protoplastos pueden ser observados cont{-
nuamente. Bsta téenica ha sido usada también por Bajaj (4) en -

estudios de aislamiento de protoplastos de polen.

d) Técnica de cultivo nodriza: Esta técnica desarro--
llada por Sharp y Raskin (945 consiste en introducir un pedazo
de callo (tejido no diferenciado) en la caja Petri con agar en
la que se coloca la suspensién de protoplastos. A densidades ce

lulares bajas, los protoplastos no producen cantidades suficien

tes de hormonas (7) ¥y, posiblemente el tejido no diferenciado -

proporciona alguna sustancia necesaria para la divisidén celular
Es muy conveniente que g6 renueven los medios de cul-

tivo tan pronto como se hayan formado las colonias, para elimi-

nar las sustancias excretadas por los protoplastos que podrian
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ser téxicas.

5.~ condiciones de luz: Nagata ¥y Takebe (73) encontra
ron que la formacidén de colonias de protoplastos dependié de la
intensidad de luz. A 400 lux encontraron una eficiencia de pla-
queo mixima. Davey y col. (32) usaron 100 lux para la regenera-
cidn de plantas a partir de protoplastos aislados de mesofilo =~
de nabo y después de 15 dias cambiaron el medio semanalme nte -
junto con un aumento de 5 000 lux en la intensidad de luz. Cons
tabel y col. (26) encontraron que 1la, sobrevivencia de proto—----

plastos aislados de mesofilo de hoja de papa (Solanum nigrum)

dependié del hecho de mantener el material en la oscuridad 30 -
horas antes de usarse para el aislamiento. Mackenzie y col.(61)
consiguid menos divisiones cuando colocd los protoplastos aisla

dos de &sparragos (Asparagus officinalis) en luz, que cuando -

los puso en la oscuridad; y mas tarde cuando se dediferencian -
l1os coloca en condiciones con luz.

Tndudablemente que -las condiciones de luz estdn rela-
cionadas con la actividad fotosintética de los tejidos de los
cuales se aislan los protoplastos. LOS organelos que son respon
sables en primera instancia de la actividad fotosintética son -
los cloroplastos.

10s cloroplastos son afectados por la plasmolisis du
rante el aislamiento (30). Las observaciones ultraestructurales
muestran una lenta degradacién de algunos cloroplastos durante

el cultivo de los protoplastos, la cual, se observa como una

liberacidén de los tilacoides. Se ha visto una amplia variedad -
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de comportamientos de los cloroplastos durante el cultivo de -
los protoplastos; en tabaco, algunos cloroplastos se dediferen-
cfan, mientras que'en otras variedades permanecen verdes y au--
mentan de tamafio (Disc. II parte Collog. Inter. C.H.R.S. 212,
1973). Takebe menciona que en el cultivo los cloroplastos lle--
gan a estar menos diferenciados y, cabe la posibilidad de que -
el nidmero de cloroplastos total aumente durante el cultivo, in-
clusive ya se ha demostrado la divisidn de cloroplastos por mi-
croscopfa Electrdnica (98). |
Existen diferencias en los trabajos reportados en re-
lacidn a las condiciones de luz para el desarrollo de los proio
plastos, por lo tanto es conveniente probar intensidades de luz
variables 8 fotoperiodo, luz constante ¥y oscuridad para determi

nar las condiciones de luz en que se desarrollan mejore.

3.~ Temperatura de incubacidn: Otra caracteristica pa
ra el desarrollo de los protoplastos es la de poder restituir -
en el tejido las condiciones. normales de la planta. Una de es=-

tas es la temperatura; generalmente el rango de temperaturas -
o

usado varia entre 25 y 32 C. Kartha y col. (56), Vasil y Vasil
0

(101) usan temperaturas de 26 ¢ para nabo y tabaco respectiva-
0

mente, miéntras que Uchimiya ¥y llurashige (100) usan 27 C Dpara

cultivar protoplastos aislados de susrensiones celulares de ta-

baco (Nicotiana tabacum).

4.- Velocidad de agitacidn de las suspensiones de pro

toplastos; Los cultivos en nedio l{quido de suspensiones de pro



toplastos se agitan para Pacilitar el intercambio gaseoso. IO
eatd claro si el oxigeno llega a ser un factor importante duran
te el cultivo & si las sustancias que son liberadas durante la
agitacién puedan ser t8xicas y afecten el crecimiento. La agita
cidn se hace diffcil debido a la fragilidad de los protoplastos,

por lo que es recomendable que la agitacidén sea lenta.

5.- Concentracidn é densidad celular: Se ha encontra-
do que uno de los factores cri{ticos de la divisidén celular es -
la concentracidn de la suspensién de protoplastos (99). Brett
y Northcote (7), proponen que cuando las concentraciones celula
res no son adecuadas, los protoplastos no sintetizan suficiente
citocinina enddgena para iniciar divisiones celulares de los -~
protoplastos que han logrado regenerar la pared celular.

rakebe y Nagata (99) recomiendan usar densidades del
orden de 10 a 105 PPS./mle(DPPS. protoplastos) al cultivar -
prosoplastos aislados de mesofilo de tabaco en medio 1{quido; v
de 10 a 104 pps/ml. cuando se usa nedio sdlido. Ademds encon--
traron que los protoplastos hap101des de mesofilo de tabaco no

logran dividirse en densidades menores de 10 pps/ml.

B) .- Regeneracidn de la pared celular

Los protoplastos tienen la caracteristica de resinte-
tizar la pared celular en condiciones apropiadas. Estas condi--

ciones ya fueron descritas en el inciso A de este capitulo.



’SALas primeras observaciones de la regeneracidn de la -
pared_celular fueron hechas por Townsend (24) quien observd que
al plasmolizar una célula, el protoplasto se retrae y regenera
una nueva pared celular cuando se cultiva en sacarosa al 20 %,
tambidn observd que durante la plasmolisis el protoplasto se se
paraba en dos mitades, una nucleada y la otra anucleada. De -
aqui, é1 demostré que solamente los subprotoplastos nucleados
regeneran la pared celular. Las condiciones necesarias para la
regeneracidén de la pared celular fueron sacarosa € iluminacidn,
pespuds Binding (24) demostrdé que solamente los protoplastos -
aislados de musgos que regeneraban pared celular, germinaban a
protonema (el protonema es una especie de apéndice que sirve pa
ra la reproduccidén sexual), y esto indicarfa que en las plantas
superiores deberian primero regenerar la pared celular, para -
luego dividirse y regenerar plantas completas.

Para seguir el curso de la regeneracién de la pared -
celular se ha usado Microscopfa Electrdnica debido a que las £
brillas de celulosa remanentes no son visibles usando los méto-
dos de Microscopia Optica, ni campo brillante, contraste de fa-
se, & interferencia de Normanski y tampoco fluorescen adecuada-
uente con Calcofluor ( fluoresce especificamente con la celulo-
sa). En cambio son detectados fécilmente’por estudios de Répli-
ca de superficie y Grabado en congelado (104).

-\ gl primer sistema donde se establecié la regeneracidn
de la pared celular por métodos de fiicroscopfa Electrénica fue-

ron protoplastos aislados del 16culo de fruto de tomate por Poj

nar, yillison y Cocking (85) en 1967. Lllos observaron que' la
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regeneracién de la pared celular es muy lenta cuando los proto-
plastos se cultivan en sacarosa sola, pero cuando Se usa un me-
dio de cultivo adecuado, las primeras etapas de la regeneracidn
de la pared celular aparecen después de 24 horas.

E1 proceso de regeneracidén de pared puede no ocurrir
uniformemente sobre el plasmalema y no todos los prot oplastos -
desarrollan una nueva pared. Ia regeneracién de la pared celu--
lar es afectada por la concentracidn y naturaleza de la fuente
de carbdén (55), y parece que el uso de una mezcla de azucares -
incluyendo pentosas, tiende a producir un may?r porcentaje de
protoplastos con la pared celular regeneradajilo2). Bn el caso

de protoplastos aislados de Convolvulus (Convolvulus arvensis)

la regeneracién de la pared fué afectada muy poco por la presen
cia de hormonas, vitaminas 6 sales, pero si fué afectada por la
fuente de carbdn (91).
Se distinguen varias fases de la regeneracidn de la
pared celular, que son:
l).~ Traslado de las enzimas que sintetizan la pared celu-
lar hacia el plasmalena.
2)e~ Sintesis de polisacaridos
3 ).~ Ensamble de los polisacdridos

4)e~ Lignificacidn/

Inmediatamente después del aislamiento de los proto--
plastos hay una fase en la cual se observa un aumento del Reti-
culo Endopldsmico, polisomas asociados y el Aparato de Golgi.

Northcote (76) propone un flujo de material que vd del Reticulo



pndopldsmico a las vesiculas, de aqui el Aparato de Golgi, a -
las vesiculas de Golgi y finalmente al plasmalema.
short y liaclachlan (96) encontraron en epicotilos de

chicharo (Pisum sativum) en crecimiento, que las actividades de

la celulosa-sintetasa estdn relacionadas principalmente con el

Aparato de Golgi, después de un tratamiento con IAA, estas acti
vidades se relacionan con el Aparato de Golgi y una fraccién i
ca en vesiculas de Reticulo Endopldsmico. Brett y Northecote (7)
proponen que las celulosa-sintetasas son exportadas via Aparato'
de colgi y las microfibrillas de celulosa son sintetizadas en -
el plasmalema, mds que en el Aparato de Golgie, Esto ha sido de-
mostrado por los estudios "in vivo" (96).

12 sintesis de celulosa es catalizada por enzimas uni
das a la membrana, las cuales usan UDP-glucan y GDP-glucan como
sustrato, es posible que estén implicados intermediarios giico-
1{pidos ¥y glicoproteinas en la sintesis de celulosa y otros po-
lisacdridos de plantas (8). ‘

Hanke y Northcote (?6) hacen notar que la pared que -
se forma alrededor de los protoplastos de plantas en las prime-
ras etapas tienen una estructura andémala, que puede ser debida
a la carencia de pectinas. Ia ultima fase de la regeneracidn es
precisamente la lignificacidn.

12 lignificacién es un proceso de polimerizacién de
los radlcales llbres formados por la deshldrogenaclén enzimati-
ca de alcoholes, tales como el cumarllo, coniferilo y sinapilo
(76).

1as principales diferencias entre la pared resinteti-
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zada y la antigua es la densidad de material fibrilar y la pre-
sencia § ausencia deAla laninilla central resultante de la cito
cinesis (13).

En todos los casos en los que se llevd a cabo la rege
neracidén de plantas completas, la regeneracidn de la pared celu
lar fué una etapa previa a la divisidén celular (39,55,73). Ila
regeneracidén de la pared celular es una respuesta natural de -

los protoplastos viables.

“C)e~ Divisidn celular

121 otro aspecto caracteristice de los protoplastos,
es que se comportan como suspensiones celulares después de rege
nerar la pared celular y se dividen formando colonias y 6allos,
que en condiciones apropiadas pusden regenerar plantas comple=-
tas.

El primer reporte de divisidn celular en protoplastos
fué hecho por Eriksson y Jonasson (24) quienes observaron la ca

riocinesis de protoplastos de Haplopapus gracilis, unas plantas

de la familia de las Compuestas. En 1971 Nagata y Takebe (73) -
observaron la divisidn celular de protoplastos aislados de meso
filo de tabaco.

Existe la posibilidad de que los protoplastos puedan
sufrir mitosis sin citocinesgis (965 y, también es posible que -

una vez que la regeneracidén de la pared ha sido iniciada, las

relaciones temporales de mitosis y citocinesis puedan llegar a
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estar mds cercanas hasta que la situacidn es similar a la encon
trada normalmente en las células en cultivo (24). Frearson, Po-
.wer y Cocking (37) observaron que los protoplastos aislados de

petunia (Petunia hybrida) en el medio de Nagata y Takebe (73),

son capaces de efectuar la divisidn nuclear dando lugar a proto
plastos binucleados y después siguiendo la regeneracidn de la
pared celular, se produce mitosis y citécinesis.

Algunas veces se observan células binucleadas en cul-
tivo y esto puede ser producto de una inhibicidn de la citocing'
sis. Se ha podido inducir experimentalmente la presencia de cé-
lulas bi-, tri- y tetra-nucleadas con cafeina (24).

Entre las condiciones mds importantes para la divi-=-
g8ién nuclear, la mds importante es la densidad celular. También
se ha visto que una mezcla épropiada de azucares puede estimue=-
lar la divisidén celular. Entre las hormonas, la zeatina aﬁmenta
la frecuencia de divisiones de nrotoplastos aislados de células

de pldtano (8)e .

D).- Desarrollo de los protoplastos

Bl subsecuente paso después de lograr la divisidn ce
lular es sostenerla y lograr la formacidén de colonias para la -
regeneracidn de plantas completas.

Entre lags condiciones neéésarias para lograr el desa-
rrollo del tejido estan el cambio de medio de cultivo por  uno

fresco en cuanto se formen colonias Spticamente visibles y se--
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guirlo cambiando frecuentemente. Cuando ya se han formado calig
sidades grandes, se puede inducir vdstagos § raices, cambiando
las hormonas 6 la concentracién de hormonas (73). Los requeri--
mientos de hormonas para cada planta 4 especie, son diferentes
aun entre la misma variedad. Por ejm. Nagata y Takebe (73) obtu
vieron mejores resultados usando NAA y 6-BAP, mientras que Bui
Dang Ha y col. (11) obtuvieron véstagoslusando NAA y BA, y para
la induccién de raices usaron IAA ¥ zeatina.ﬂwambién en este ca
so una condicidn necesaria es la densidad celular.

Después de que se han inducido vdstagos y raices en
las colonias formadas y que se llega a un2 plantula con un tama
filo adecuado, se procede a sembrarla en el suelo,

un tiempo prolongado de incubacidn de las colonias,
puede provocar la regeneracidn de plantas con numeros cromosoma
les anormales (73). |

Gamborg y col., (39) han logrado regenerar plantas com
pletas por embriogénesis de los protoplastos, lo mismo han he--

cho Dorion, Chupeau y burgin (34).
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CAPITULO Ve- UTILIZACION DE LOS PROTOPLASTOS.

———=E1 trabajo de cultivo de protoplastos ha ampliado de
una manera ilimitada el futuro para el mejoramiento de plantas -
(2). Los protopiastos han sido usados por TFisidlogos (51,55,89),
virdlogos (57,79,111), Biblogos lioleculares (50,90) Genetistas y
norfogenetistas (23,50,64,73). En la Agricultura, para la regene
racidén de plantas a partir de hibridos somdticos de protoplastos
fundidos de plantas sexualnente incompatibles & relacionadas de
una manera muy lejana. La introduccidn de bacterias fijadoras de
Nitrdgeno y algas azul-verdes de plantas no-leguminosas; la in=-
duccidn de résistencia a enfermedades en la siembra por incorpo-
racidn selectiva de genomas en el protoplasto; la induccidn y f4
cil deteccidén de mutaciones en protoplastos haploides, el tras-
plante de cloroplastos "extrafios" en plantas con sistemas foto--
sintéticos inefectivos; 1a introduccién de un genoma completo 6
parte de éste por transgenosis, los cuales pueden desplazar en -
parte las nrdcticas convencionales usadas para el mejoramiento -

de plantasei—

\

la rigida vared celular de las plantas presenta dif i--
cultades para el aislamiento de DNA. La mayoria de los métodos -
de aislamiento de DNA incluyen la extraccién de proteinas con fe
nol & cloroformo-alcohol isoamilico, los cuales daflan al DNA.
Ohyama, Gamborg y Niller (77) aislaron protoplastos y lisaron la
membrana con SDS (Dodecilsulfato de sodio); después de un trata-

miento con pronasa para eliminar proteinas, agregaron ribonuclea
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sa para purificar el DNA del RNA, obteniéndo DNA de un alto gra-
do de purezae.

En la investigacién de la actividad fotosintética, Ni-
shimura y col. (74) encontraron mayores ventajas si usaban proto
plastos en lugar de cloroplastos aislados y, de esta manera han
podido elucidar el mecanismo bioquinmico de la fotorespiracién a
nivel celular (75). Encontraron también que los protpplastos son
fotosintdéticamente estables durante nueve horas después del ais-
lamiento (75).

“pntre los fendmenos mds importantes de la utilizacidn
de los protoplastos encontramos:
A)+~ Fusidn de protoplastos

B) .- Absorcién de particulas

A).~- Fusién de protoplastos

la fusién de protoplastos implica la combinacidn de ci
toplasma 6 nucleo & ambos, de protoplastos vecinos. la fusién -
puede lograrse espontdneamente 6 por induccidén con algun agente

quinico, fisico & bioldgico.

1.- Fusidn espontdnea: Ia fusibén espontdnea quiere de-
cir la fusidn de protoplastos que realmente nunca estuvieron se-

parados completamente uno del otro, la situacién resulta debido

a que los protoplastos pueden ser aislddos cuando éstos estdn uni

dos por conexiones plasmodesmdticas (plasmodesmos) e Estas cone-

3
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xiones pueden expanderse permitiendo la mezcla de los citoplas-—-
mas y orsanelos de los protoplastos fundidos esbonténeamente.
cocking (23) fué el primero en observar la fusidn es--
pontdnea y, observdé que para tener fusién espontdnea es necesa--
rio:
i) Mantener en contacto a los prote plastos adyacentes via -
plasmodesmata durante el aislamiento (106).
ii) E1 aislamiento de los protoplastos tiene que ser por el

procedimiento enzimdtico de una sola etapa.

ithers (106) al estudiar la fusidn espontanea por Mi-
croscopfa Electrdnica aduce que las evidencias son concluyentes
al mantenerse los protoplastos en contacto en algunos puntos, im
plicando exmpansiones plasmodésméticas. Ademds observd que el mi-
nimo movimiento causa un rompimiento de los plasmodesmosS. Bour--
gin, chupeau y lorel (6) encontraron que el calcio en concentra-
ciones mayores de 2.10 x 10— 11 inhiben la fusidn espontdnea. -

Los protoplastos fundidos espontdneamente son dtiles para eluci-

dar interacciones nucleares (24).

2.~ Fusidén inducida: La fusidn inducida es la que se -
logra por presencia & influencia de algin agente quimico, fisico
4 bioldgico. Ia fusidn inducida se ha logrado obtener de varias

maneras, algunas de éstas son:
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i) Aplicacidén de presidn mecdnica a través de micromanipula
ciones (27).
ii) Succidn de protoplastos contra una rejilla con nicropipe
tas (27).
iii) mxposicidn de los protoplastos a altas concentraciones -
de Nall0 y después presionar con un cubreobjetos (23).
iv) Centrifugacién e incubacidén con Concavalina (104).
v) Aglutinacidén con antisuero

vi) Aglutinacién con Polietilenglicol (27).

la primera vez que se logrd inducir la fusidn de proto
plastos fué en 1971 por Cocking (23) al colocar NaNO en el me--
dio de cultivo de los protoplastos. Grout, Willison 3 Cocking -
(44) vieron que el efecto inicial del Nalu es llevar a cabo una
reduccidn de la electronegatividad en la superficie eléctfica -
del protoplasto, reduciendo interacciones repulsivas. Esto se ob
serva al ver que hay una concentracidn salina Sptima, después de
la cual se observa un efecto opuesto. =~ -

k1 otro agente inductor mds importante es el Polieti--
lenglicol, el cual induce una alta frecuencia de aglutinacidn, -
provocando también la adhesién de los protoplastos a superficies
de vidrio y pléstico:%zg‘solucién de Polietilenglicol con un pe-
so molecular de 6 Q00 y CaCl . 2H O a DPH de 5.55é§1 tratamiento
dura alrededor de 30 minutoszy paia evitar la adhesién de los -
protoplastos a las cajas Petri se ie agrega papaina (27).

El mecanismo propuesto por Constabel y Kao (27) es que

: *
la glutinacidn provocada por el polietilenglicol puede implicar



la atraccidn de protoplastos por fuerzas electrostdticas. Bl po-
lietilenglicol es ligeramente polar ¥ la'superficie del plasma-

lema exhibe preferentemente cargas negativas. Parece ser que los

iones calcio establecen puentes entre las moléculas de polieti=--
lenglicol y los protoplastos aislados y de esta manera se efec--
tda la aglutinacidn. Ademds el polietilenglicol provoca la aglu-
tinacidén de protoplastos con las superficies de »ldstico y vi---
drio debido a que éstas, en medio ligeramente dcido, estdn carga
das negativamente. Constabel y Kao (27) lograron aumentar la fu-
8idén al agregar lisosima, la cual aparentemente ataca a las gli-
coproteinas del plasmalema. Ia lisosima también inhibe la rdpida
regeneracidén de la pared celular, dando tiempo a una mejor fu---
sidn,

Ia induccidn para la fusidn de protoplastos se ha usa-
do para la obtencién de hibridos sométicos. Por ejemplo, rowke ¥y
cole (36) lograron la fusidn intergenérica de protoplastos aisla
dos de hojuelas de chicharo y de subcultivos de haba al mezclar-
los en una solucidén de 1l:1 en presencia de polietilenglicol. Des
pués de tres| horas se observd la nresencia de una gran cantidad
de heterocar&otes. Carlson (17,18) logrd la vroduccién de un hi-
brido interespecifico de dos variedades de Nicotiana: Nicotiana

glauca y Nicotiana langsdorfii, al fundir los protoplastos obte-

nidos de ambas variedades.

“>guando la fusidén de protoplastos es lograda entre pro-
toplastos de la misma especie, la fusidén es intraespecifica (87)
¥, al ocurrir la fusidn nuclear se produce un homocariote. Cuan-

do la fusidn es entre protoplastos de diferente especie, es una



fusidn interespecifica y, se produce un heterocariote en el caso
de producirse la fusidén nuclear. También existe la fusidén inter-
genérica (36).

Cabe hacer notar que los nrotoplastos fundidos son ca-
paces de regenerar la pared celular, dividirse y aun regenerar -
plantas comnletas (11). De aqui la importancia para la Agricultu

ra y la gendtica.

B).~ Absorcidn de particulas

Ia ausencia de la pared celular de los protoplastos -
pernite la entrada de particulas extrafias dentro del protoplas=-
to., Como ya hemos visto, la pared celular contiene varias enzi--
mas (pdg.2l), las cuales pudieran degradar macromoléculas.(DNA,
KNA) u organelos (cloroplastos) que se deseen introducir.

las primeras observaciones sobre la absorcidn de parti
culas extrafias en los protop}astos fué hecha por el equipo de vi
rélogos Japoneses encabezados por Takebe, quienes en 1969 (2) lo
graron infectar protoplastos aislados de mesofilo de tabaco con
RNA aislado del Virus del losaico del tabaco (THV). Poco después,
Cocking (21) logré infectar protoplastos aislados de fruto de to
mate con Virus del losaico del tabaco. Desde entonces se han he-
cho grandes avances en este campo (111), convirtiéndose los pro-
toplastos en un sistema para el estudio de Viruse. o

\

Es interesante la investigacidn hecha por Ledoux ¥y -

col. (60), quienes lograron introducir DNA a protoplastos de -
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plantas de Arabidopsis. Otros estudios interesantes en este cam-

po, son los logrados por Hess y col. (49) quienes lograron ais--
lar DNA de una variedad de Petunia de flores rojas e introducir-

lo en protoplastos aislados de plantas de Petunia de flores blan

cas, modificando el color de las flores a rosa.

carlson (14,15) aisld cloroplastos de hoja de tabaco ¥
logrd introducirlos en protoplastos aislados de una planta de ta
baco albina, los protoplastos regeneraron la pared celular, divi
dieron y regeneraron una planta clorofiliana. LOS cloroplastos E
absorbidos funcionan normalmente y se demuestra que son capaces

de utilizar la informacién proveniente del niicleo de 1os proto=-

plastos huéspedes.

Otro de los aspectos my importantes es el de la infec-
cidn viral. ILos protoplastos presentan dos grandes ventajas de -

la infeccidn viral de plantas:
i) Los protoplastos pueden ser infectados sincrdnicamente -
con el viruse.
ii) Se logra obtener una alta proporcidén de protoplastos in-

fectados.

10s protoplastos pueden ser un sistema de estudio para
el mecanismo de infeccidén; se pueden identificar proteinas (79)
y otros compuestos de interés bioquimico (57) en las primeras -
etapas de la infeccién. Este método es mds adecuado que el de hp
jas inoculadas (29).

cada virus y tipo de protoplastos pueden requerir un

tratamiento especial de aislamiento. Para determinar el proceso



de infeccidn es necesario estudiar las condiciones de aislamien-
to y cultivo de protoplastosl%e’hojas inoculadas con el virus, -
después se aislan proto plastos sanos y se infectan en las condi-
Ciones obtenidas (29).

llotoyoshi y col,., (67) demostraron que la infeccidn con
Virus del ljosaico del tabaco (11lv) es mds alta en protoplastos -
que en la planta de tabaco y ademds es mds rdapida. Proponen un -
mecanismo de infeccidn (70):

i) 1iodificacidén de la carga del virus, posiblemente a un‘vg
lor neto positivo con adicidn de varticulas virales y un
policatidén (poliornitina & polilisina).

ii) Produccién de dreas dafiadas en la superficie del plasma-
lema por resuspensidén & dafios en el plasmalena.

iii) Absorcidn de los agregados virus-policatién en el plasma
lema, ya en dreas dafladas como propone Burgess y col. -
(12) 6 a través del plasmalema de alguna manera mas per-

meable por la presencia de discontinuidades localese

liotoyoshi y Hull (68) encontraron que no siempre €s ne
cesario la presencia de un policatién para lograr la infeccidén -
con un virus, solamente cuando el virus tiene un punto isoeléc=-
tricp negativo. Otros virus como el Virps de la Enanez del Chi=-
charo (68) y una variante del Virus del Mosaico del Bromo no ne-
cesitan de un policatién para la iEfeccién. Otsuki y col. (79) -
tuvieron resultados similares con el Virus X de la Papa.

Se ha pensado que los virus entran al protoplasto por

pinocitosis 8 por un proceso andlogo al de transporte activo -



(20), sin embargo, los resultados de liotoyoshi, Watts y Bancroft
(70) con dextirana DEAE, la. cual promueve la pinocitosis en célu-
las animales, sugieren la entrada del Virus del losaico Clordti-
co de la yid por una absorcién f{sica pasiva mds que por un -
transporte activo.

Sarkar, Upadhya y lelchers (92) nroponen que la polior
nitina se combina con el virus y lo proteje del ataquelde ribonu
cleasas a PH dcido, al comparar la eficiencig de infeccidn al -
utilizar pH de 9.0 y altas concentraciones salinas con el Virus
¥ de la Papa, y la eficiencia de infeccién de usar poliornitina
en un pH dcido. Ia eficiencia de infeccidn es la misma. A PH de
9.0 las ribonucleasas son inactivadas ¥ las concentraciones sall
nas son para disminuir la electronegatividad del plasmalema.

As{ hemos visto la aplicacidn que tienen los protoplas

tos en varias ramas de la investigacidn.



67

CAPITULO VI.- PARTE EXPERIMENTAL

En 1974, Galindo y pelalcdzar (38) encontraron que una
enfermedad que dafiaba en ocasiones hasta el 100 % de la produc--

cidén de tomate (ILycoversicon esculentum) en los estados de Méxi;

co y Morelos, era producida por un Vvirus. Este, causa la enferme
dad que los Agricultores conocen como nPlanta Macho.

pebido a que este virus no ha sido caracterizado, se -
ha iniciado una investigacidn sobre el mismo (52) y el primer pa
so en la investigacién fué encontrar un sistema de células para
el estudio del virus. Varios investigadores (67,111) han reporta
do que log protoplastos presentan grandes ventajas para el estu-
dio de virus de plantas, por lo que se efectud una revisidén bi--
bliogrdfica con el fin de encontrar el procedimiento mds apropia
do para el aislamiento y cultivo de protoplastos.

Se estudiaron en el laboratorio algunos de los paramne-
tros mds importantes para el .aislamiento y cultivo de protoplas-

tos de hoja y fruto de tomate (Lycopersicon esculentum) con el

objeto de saber cuil de estas dos partes de la planta de touate
resulta la fuente mds apropiada para la obtencidén de protoplas--
tos viables. Después de hacer un andlisis de los resultados  se

propone un procedimiento que produce protoplastos en buen estado

fisioldgico y con buen rendimiento.
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MATERTALES Y METODOS

A) Aislamiento de protoplastos

l.- seleccién del material: Para el aislamiento de pro

toplastos de hoja se usaron plantas de tomate (Lycopersicon escu

lentum, var, homestead 24, PRONASE) de 8 a 12 semanas de edad, -
crecidas en el laboratorio. ILas hojas utilizadas fueron hojas =
grandes bien desarrolladas y de posicidn intérmedia en la planta.
Se les quité la cuticula inferior (fige 1 ) con unas pinzas de =
diseccidn, con el fin de facilitar la accidén de las enzimas so--
bre las paredes de las células.

En el aislaniento de protoplastos a partir de frutos -
se utilizaron las mismas plantas y en las mismas condiciones de
crecimiento. Se tomaron frutos inmaduros de aproximadamente tres
centimetros de didmetro, los cudles fueron pelados con un bistu-

ri y se cortaron en rebanadas delgadas para colocarse en el me=-

dio enzimdtico.

2.~ Esterilizacidn del material: La esterilizacidn del
material se hizo primero tratando el tejido con aicohol al 70 %
durante 30 segundos para eliminar grasas del tejido. Se enjuagd
el material con agua destilaﬁa estéril y se esterilizd durante =
15 minutos en una solucién de Hipoclorito de calcio al 0.8 %, -~
que contenfa ademds detergente Extran liquido (lferck) al 1.0 Z.

Enseguida se enjuaga el material tres veces con agua destilada -

estéril.



3.~ Seleccidn de los agentes estabilizantes: Se utili-
24 ljanitol (llerck y Sigma). El procedimiento utilizado para de——
terminar la coﬁcentracién Sptima del medio plasmolitico es el si
guiente:

se nesan los pedazos de los tejidos que se van a utili
zar y se incuban en varias cajas Petri, cada una con diferente -
concentracidn del medio plasmolitico, durante 1 & 2 horas. Se sa
can los pedazos del tejido del medio plasmolitico, se seca el ex
ceso de liquido con papel filtro y se pesan. Enseguida se hace =
una compracién entre el porcentaje de ganancia é pérdida de peso
contra la concentracidén del medio plasmolitico (Grdficas 1 y 2).

4.- Enzimas y componentes del medio enzimdtico: Para -
el aislamiento de protoplastos de hoja se utilizaron celulasa -
Onozuka R-10 (Kink Yakult Co.) (pdge 32) al 1.0 % y pectinasa la
cerocima R-10 (Kink Yakult Co.)(page 33) al 0.5 %, mientraé que
para obtener protoplastos de fruto se utilizaron también celula-
sa Onozuka R-10 al 1.0 % y pectinasa Macerocima R-10 al O.l Be

Se utilizd tembién Sulfato de Dextrana y potasio (liei-
to Sangyo Co.) al 0.03 % con el objeto de aumentar el rendimien-
to. El1 Sulfato de Dextrana y potasio se sabe que es un inhibidor
de las nucleasas (27), las cuédles pueden daflar a 1los protoplas=--
tose. .

Debido a que se tenfan problemas de contaminacidn se -
usaron antibiéticos en el medio enzimdtico. Los antibidticos usa
dos fueron: Penicilina G-sédica (Lakeside) de 5 000 000 U., -
80 pg/ml para controlar la contaminacidén bacteriana y Liicostatin

(squibb) de 2 4uu 000 U., 50 pg/ml para controlar el crecimiento



de hongos. Ias concentraciones usadas son las que recomiendan -
Watts y King (103).
la composicién de las soluciones enzimdticas utiliza--

das se encuentran en la Tabla I (pdge T1).

5.- pH del medio enzimdtico: Tanto la celulasa Onozuka
R-10 como la pectinasa lacerocima R-10 tienen una actividad mdxi
ma en un rango de pH entre 4.0 y 6.0, pero Schenk e Hildebrandt
(24) demostraron que a un pH menor de 5.0 el rendimiento de proé
toplastos se reduce enormemente, por lo que se utilizdé un pH de

57 (73)e

6.~ Temperatura de incubacidén del medio enzimdtico: Se
0

utilizd temperatura ambiente en un rango de 20 a 24 C.

7.~ Tiempo de incubacidén del medio enzimdtico: Fijadas
las cond iciones anteriores, se.traté de encontrar el tieumpo 6pti
mo de incubacidén de la solucidén enzimdtica. Después de una hora
y media de incubacidn se tomaron muestras homogéneas a interva--
los de media hora, se colocaron en un henatdémetro (Clay adans) y
se contaron al observarse al hicroscopio. La cantidad relativa -
de protoplastos a los diferentes tiempos se nmuestra en la Tabla
1Ve.

8.~ rurificacidén de la suspensidén de prot oplastos: ILa
eliminacidén de enzimas después del aislamiento de los protoplas-

tos es sumamente importante debido a que pueden afectar la capa-



Tabla I.- Composicién de las .solucioneé enzimaticas
utilizadas para el aislamiento de protoplastos de hoja de fruto de to-

mate (Lycopersicon esculentum).

Componentes cLelidop
Hoja ) Fruto

Manitol 8.0 % 6.0 o
Celulosa Onozuka R-10 1.0 /A 1.0 =
Pectinasa Macerocima R-10 0.5 % 0.1 a2
Sulfato de Dextrana y ‘

Potasio 0.03 % 0.03 &
Penicilina* 80  pg/ml 80  pg/ml
Micostatin** S0  pg/ml 50 pg/ml

pH ajustado a 5.7 con NaOH 0.1 N. y esterilizado en Millipore -
0.22 |,

*Penicilina G-sbdica (Lakeside) de 5 000 000 U.
F* Micostatina (Squibb) de 2 400 000 U.
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cidad de regeneracidn de la pared y la divisidn celular.

pesnués de la maceracidén, los restos celulares muy -
grandes son extraidos de la solucidn enzimdtica con pinzas de di
seccidn, la solucidn restante es centrifugada a 400 rpm durante
cinco minutos. Una vez que los protoplastos sedimentan se extrae
el sobrenadante con una pipeta Pasteur cuidando de no hacer movi
mientos bruscos que puedan daflarlos, se llena nuevamente el tubo
de centrifuga con el medio de cultivo, se mueve suavemente para
que la pastilla formada por protoplastos sewresuspenda y Se vuel
ve a centrifugar a 400 rpm durante 5 minutos.

3e probaron tres maneras de purificar la susvensibn:

i) Power y Cocking (86) purificaron una suspensién de proto
plastos aislados de fruto de tomate al suspenderlos en sacarosa
al 20 %, el procedimiento es el siguiente:

21l tubo de centrifuga conteniendo la pastilla de proto
plastos se llena con una solucidén de sacarosa al 20 % y se vuel-
ve a centrifugar a 400 rpm durante cinco minutos. Los protoplas-
tos quedan flotando en la superficie y los restos celulares sedi
mentan. ‘

ii) Chupeau y liorel (17) purificaron una suspensién de proto

plastos aislados de tejido de tabaco (licotiang tabacun) no dife

renciado usando un gradiente de sacarosa de la siguiente manera:

Ia suspensidn de}protoplastos se coloca en un gradien-
te de sacarosa de 15 a 20 % y se centrifuga a 400 rpm durante -
cinco minutos. i

iii) Bl procedimiento de purificacidén de la suspensién de =~

protoplastos que did mejores resultados fué lavando la suspen---



sidén de protoplastos con el medio de cultivo. La.técnica usada -
es la siguiente:

Ia suspensidn de protoplastos se filtra a través de ga
sa y se deja reposar unos minutos para que sedimenten los proto-
plastos, cuando sedimentan completamente se extrae la solucibén -
enzimdtica usando una pipeta cuidando de no hacer burbujas. Se -
agrega un volumen de medio de cultivo equivalente al volumen usa
do para la digestidén enzimdtica, se agita ligeramente para elimi
nar las enzimas que hayan quedado, los protoplastos sedimentan y
los restos celulares flotan, este proceso se repite dos veces -
més para eliminar las enzimas, cuya presencia puede afectar la

viabilidad de los protoplastos.

9.~ Viabilidad de los protoplastos: Ia viabilidad se -
probd nor medio de colorantes vitales: Rojo de letilo y Azul de
Tripano (Sigma).

Ia solucidén de los colorantes se prepard al 0.5 4 en

un2 solucién salina al 0.65 % que consta de:

Na.Cl 6.5 e

K HPO 2¢8 g
2 4 |

KH PO 0.4 Ee
2" 4

Aforados al 1 000 ml. de agua destilada

Bl procedimiento utilizado para conocer la viabilidad

de los protoplastos es el siguiente:

Se toma una muestra homogénea de la suspensidén y se co

loca en una proporcién de 4 partes del colorante por una parte -
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de la suspensibén, después de cinco minutos el colorante reaccio-
na, se toma una alicuota que se coloca en el hematdémetro donde -
se cuentan los protoplastos viables. El rojo de lletilo reacciona
en las vacuolas midiendo la accidn proteolitica y el azul de Tri

pPano es oxidado en la mitocondria por el citocromo C.
B) Cultivo de protoplastos

le- lledios de cultivoz Los medids de cultivo utiliza--
dos fueron:
a) lledio 1iS, desarrollado por Murashige y Skoog (71)
b) lledio TIS , es un medio LIS, modificado por Nagata y Take
be (73).
c) lledio Tmsz, es el nismo que el anterior, pero con las -

hormonas del liS en concentracidén diferente.

Ia composicidn exacta de los medios de cultivo se mues

tra en la Tabla II (paginas 75 y 76).

2.~ Técnicas de cultivo: Se probaron las siguientes -
técnicas:
a) liedio liquido
b) nedio sélido

¢) Cultivo nodriza en medio sdlido

a) lledio liquido: Para probar el medio liquido se toma

una alicuota de la suspensién de nrotonlastos dependiendo de la
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Tabla II.- Composicién de los medios utilizados para

el cultivo de protoplastos aislados de hoja de tomate (Lycopersicon

esculentum).

Sales Minerales iy TMSlz) TMSZS)
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
NH4NO3 1 650.00 825.00 825.00
KNOg 1 900.00 956.00 950,00
CaCl,.2H,0 440,00 220.00 220,00
MgSO,.7H,0 370.00 1 233.00 1 233.00
KH,yPO, 170.00 680.00 680.00
Nag-EDTA 37.34 37.34 37.34
FeSOy.7H,0 27.84 27.84 27.84
H3BO3 6.20 6.20 6.20
MnSQOy4.4H90 22,30 22,30 22,30
ZnSOy .4H 90 8.60 8.60 8.60
K1 0.83 0.83 0.83
NayMoOy. 2H90 0.25 0.25 0.25
CuS0,.5H,0 0.025 0.025 0.025
CoCly.6H,0 0.025 - - - - - -
CoS0,.7H,0 - - - - 0.030 0.030

Agente plasmolitico
Manitol 80 000 80 000 80 000




Componentes orgénicos mst) . Tms?) TMS®)

1 2
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
Sacarosa 30 000.0 10 000.0 10 000.0
mio-inositol 100.0 100.0 100.0
tiamina-HCl 0.1 1.0 1.0
piridoxaldehido 0.5 | - - - - - -
acido nicotinico 0.5 - - - - - -
glicina | 2.0 - - = - - -
Hormonas vegetales
2,4-D (2, 4-Diclorofenoxiacé-
tico) 1.0 - - - 0.5
cinetina (furfurilaminopurina) 0.5 - - - Bl
NAA (Acido Naftalenacético) P=iE e 3.0 - - -
6-BAP (6-Bencilaminopurina) SR Sl - - -

pH ajustado a 5.7 con NaOH 0.1 N y esterilizados
en autoclave a 15 lbs. de presion durante 15 minutos.
1) Murashige y Skoog (71)
2) Nagata y Takebe (73)

3) Modificacién del TMS (ver pag. 74 ).

1
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concentracidn deseada, se lleva a 10 ml. y se coloca en una caja

Petri de pldstico de 3 cm. de didmetro.

b) Iledio s61lidoz Bl medio de cultivo sélido se probd -
en varias concentraciones de agar (Bactoagar DIFCO). Para obte--
ner las concentraciones deseadas de agar se esterilizan los me--
dios de cultivo con 1.2 & de égar en autoclave a 15 libras de -
presién durante 15 minutos. Del medio de culpivo con agar toda--
via caliente se toman alicuotas y se mezclan perfectamente con

el medio de cultivo liquido para obtener las concentraciones de-

seadas (Tabla III ).

¢) Cultivo nodriza en medio s6lidoz Es el mismo proce-
dimiento usado para el medio de cultivo’'sélido con las concentra
ciones de 0e6, 0.8, 1.0 ¥ 1.2.% de agar solo que, después‘de pla
quear los protoplastos se coloca un callo de hoja de tomate (52)

(fotografia 7).

3.- concentracidn & densidad celular de la suspensién
de protoplastos. Para conocer este parémetro se toma una alicuo-
ta homogénea de los protoplastos aisl%dos y se cuenta en un hema

témetro, obteniéndose alrededor de 10 pps/ml.

La técnica de plaqueo de las colonias es la siguiente:
se hacen las diluciones correspondientes Dpara obtener la concen- -
tracidn de protoplastos deseada, s; toma un mililitro de estas -
nuestras y se coloca sobre el agar, enseguida se coloca el callo

de hoja de tomate y se procede a cerrar la caja Petri con Para--



Tabla III.- Concentraciones de agar (Bactoagar DIFCO)

de los medios de cultivo para el desarrollo de los protosplastos aisla

dos de hoja de tomate (Lycopersicon esculentum).

l)Concentraci()n de Z)Medio de cultivo S)Medio de | Volumen

agar en las ca- con agar al 1,29 cultivo final

jas Petri Iiquido
(%) (ml) (ml) (ml)
1.2 10.0 0.0 10.0
1.0 8.3 1.7 10.0
0.8 6.6 3.4 10.0
0.6 5.0 5.0 10.0

1)

Para lograr las concentraciones deseadas, se toman

alicuotas del medio de cultivo con agar al 1.2%.

2)

Se mezclan perfectamente con el medio de cultivo -

liquido.

3)

Los medios de cultivo'probados son MS, TMS; y -



filme

4.~ Condiciones de luz: Después de que los protoplas--
tos son incubados en cajas petri con el medio de cultivo utili=--
zando la técnica de cultivo nodriza, en medio liquido 6 sélido,
se probaron las condiciones de‘luz aproniadas para Ssu cultivo:
a) Luz constante
b) Fotoperiodo

¢) Oscuridad

a) Luz constante: En una incubadora Ambil.Lo (Lab Line)

o}
mantenida a 27 C iluminada con ldmparas fluorescentes (Sylva---
nia) de 32 watts, se colocan las cajas Petri conteniendo la sus-

pensién de protoplastos.

b) Totoperiodo: Ia suspensién de protoplastos se colo-
caron en cdmaras de crecinmiento Dmperial IL (Lab Line) con nerio
o}

dos de 16 horas de luz por 8 horas de oscuridad a 27 Ce

¢) Oscuridad: Ia suspensién de protoplastos se incuba |

en la oscuridad y a temperatura ambientee.

| = A
}‘;i aasieg 24
i\ =

.;
S 1

o
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RESULTADOS
A) Aislamiento de protoplastos

Bl procedimiento de seleccidn de material mostrd ser -
eficaz en la obtencidén de protoplastos completamente viables. Se
siguieron las recomendaciones de Pojnar, Willison.y Cocking (85)
de no usar plantas que han sido regadas un dia anterior al aisla
niento, debido a que dan lugar a protoplastos inestables. |

En la seleccidn de los agentes estabilizantes se eli--
£i6 manitol para la preparacidén del medio plasmolitico, tanto pa
ra los protoplastos de hoja como los de fruto. Se hizo la deter-
minacidn de la osmolaridad necesaria para ambas partes de la -=-
planta utilizando el método descrito en la pdg. 69. Los resulta-
dos obtenidos se encuentran en las graficas 1y 2 (pdginas 81 ¥y
82). Como se observa de estos reéultados, ambos tejidos requie=-
ren una osmolaridad diferente, en el caso de la hoja de 6.8 % ¥
50 % én el caso del fruto. Sin embargo es conveniente utilizar
una solucidn osmdtica que plasmolice ligeramente al tejido ( Dr.
Guillermo Carrillo, comunicacidén personal), esto es porque cﬁan-
do ocurre la plasmolisis, el protoplasto se encuentra sevarado -
de la nared celular y se facilita el trabajo de las enzimas para
digerir la pared. Por esta razdén en todas las determinaciones =~

subsecuentes se utilizé una unidad mayor de osmolaridad de la de

-~

terminada en el experimento.

Habiendo determinado este factor que es de suma impor-

tancia para la obtencién de protoplastos se intenté el aislamien
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to de protoplastos a partir de hoja y fruto de tomate. Era im-=-
portante saber cudl de estos dos tejidos resultaba mds adecuado
vara la obtencidn de nrotoplastos. |

Se incubaron separadamente fragmentos de hoja a los -
cugles se les habia quitado la cuticula_inferior, y rebanadas -
delgadas de fruto de tomate en la solucién enzimdtica utilizada
para cada uno de los tejidos (Tabla I). Ia solucién enzimdtica -
empleada para el aislamiento de protoplﬁstoswde fruto no propor-
ciond buen rendimiento, en cambio la utilizada para obtener pro-
toplastog de la hoja, produjo una cantidad de protoplastos del -
orden de 106 pps/ml. En las fotografias 1 y 2 se encuentran las
prevaraciones de protoplastos de hoja y fruto respectivamente,

se tratd de aislar protoplastos de fruto utilizando -
_ﬁnicamente pectinasa Macerocima, ya que se sabe que las naredes
celulares de los frutos de Solandceas estdn formadas en su mayor
parte »or pectinas (89). Gregory y Cocking (43) y Raj y Herr -
(89) habian obtenido protoplastos de fruto de tomate usando pec-
tinasa solamente, sin embargo no se logrd obtenerlos, por 1o éue
se agregd celulasa a la solucidén enzimdtica (104). El rendimien-
to de los protoplastos aislados de fruto fué muy pequeilo en com-
paracidén con los obtenidos de hoja.

De los resultados de la Tabla IV se encontrd que el -
tiempo minimo de incubacidén del tejido en la solucidén enzimatica
es de 3:30 horas. Se examind hasta’14 horas encontrandose que a

todos los tiempos probados se obtuvieron protoplastos en condi--
ciones aparentemente buenas. Aln cuando el rendimiento obtenido

a 14 horas es mayor, es mejor utilizar el tiempo minimo para evi



Tabla IV.- Tiempo de incubacidén del tejido en el me

dio enzimaitico.

Tiempo (horas) Medio MS* Medio TMS*
1:30 + +
3:00 4= 4+
3:30 = ++
4:00 == ++
4:30 e L
5:00 +-+ ++
5:30 e o
14:00 R et

+ = Cantidad relativa de protoplastos aislados

* = El tejido fué incubado en una solucién enzimitica com-

puesta por manitol al 6%, celulosa al 1%, pectinasa al

0.1 % en medio de cultivo: MS (71) y TMS1 (73).

84
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tar un contacto prolongado con las enzimas, las cuales pueden da
fiarlos al alterar la perneabilidad ¥y hacerlos_osméticamente ines
tables.

De los procedimientos utilizados para la purificacién
de la suspensién de protonlastos, se tienen los siguientes resul
tados:

a) Plotacidn en sacarosa: Los protoplastos aislados de ho-
ja y fruto de tomate no flotaron en sacarosa al 20 %. Se hicie=-
ron pruebas con sacarosa desde 14 hasts 25 % sin lograrse resul-
tados positivos. Estos protoplastos son noco vacuolados y posi--
blemente por esta razdén no floten en sacarosa.

b) cradiente de sacarosa: Al colocarse suspensiones concen-
tradas de protoplastos en gradientes de 15 a 50 4 no se pudieron
purificarvdebido a que los protoplastos de fruto tenian diferen-
te tamalio y peso, encontrdndose éstos a lo largo del gradiente y
encontrdndose también muchos protoplastos rofos § deformes debi-
do a la vnresidén de la soluciéne.

c) E1 rendimiento obtenido por el procedimiento de lavarlps
con el medio de cultivo solamente, fué de lo6 pps/ml libres de -
enzinas y restos celulares.

Es importante la eliminacidn de las enzimas, para que
los protoplastos puedan regenerar la paréd celular, ademas de =--
que algunas imourezas de las enzimas puedan dafiarlos afectando -
la permeabilidad del plasmalema (24) 8 la ciclosis (104). |

se deternind la viabilidad de los protoplastos utili--

zando colorantes vitales, obteniéndose una viabilidad del 80 a -

90 % »
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Fotograffa l.- Suspensién de protoplastos aislados de

fruto de tomate (Lycopersicon esculentum, var homestead 24)

Fotografia 2.~ Suspensidén de protoplastos aislados de

hoja de tomate (Lycopersicon esculentum, var. homestead 24)




Qf

Fotografia 3.~ Enseguida se muestra una secuencia del
aislamiento de protoplastos a partir de hoja. En esta foto se ob

serva el tejido intacto antes de la plasmolisis.

Fotografia 4.~ Después de media hora se observan las -

células plasmolizadas y algunos lugares vacios debido a la accién

de las enzimas.



88

Fotografia 5.~ Después de tres horas de digestidén enzi
mitica, la epidermis superior es visible. También se observan al

gunas células que todavia no han sido extraidas.

Fotografia 6.~ Célula de fruto de tomate durante el -

aislamiento, donde se observan fragmentos de la pared celulare
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B) Cultivo de los protonlastos aislados de hoja de to-

mate (ILycopersicon esculentum).

Los protoplastos que se utilizaron para cultivarse fue
ron los aislados de hoja, debido a que se obtienen mejores rendi
mientos y son mds faciles de manejar.

Los medios de cultivo utilizados (MS, TMS ¥ THMS ) =—
dieron resultados similares, no se observaron diferéncias gigni-
ficativase.

Al incubarse los protoplastos en luz y oscuridad, no -
se observaron diferencias significativas, ya que en ambos casos
hubo divisidn celular.

Alrededor de los tres dfas de cultivo se observd que -
los protoplastos perdieron su forma esférica (fotografias 8 y 9)
lo cudl quiere decir que los protoplastos estaban regenerando la
pared celular y, durante los primeros seis dias se observaron -
las primeras divisiones celulares (fotografia 9).

Utilizando el medio de cultivo en forme liquida no se
obtuvieron resultados positivos, mientras que el nmedio de culti-
vo en forma sélida si didé resultados.

Al probarse tres concentracionés diferentes de proto--
plastos en el cultivo en forma sdlida y en cultivo nodriza se tu
vieron los siguientes resultados: Al utilizarse €1 medio de cul~-
tivo en forma sélida se observé que en las dos primeras concen-—

’ ) Ay e 4
traciones no hubo divisidn celular, solo cuando se utilizo una -

6
concentracién de 10 pps/ml.(Tabla V), lo cudl quiere decir que

la densidad celular es un factor muy importante para la divisidn



TABLA V

CULTIVO DE PROTOPLASTOS AISLADOS DE HOJA DE TOMATE

(Lycopersicon esculentum)

Concn. de células | Medio de cultivo** Division
x ml celular
4
10 TMSl, TMSZ, MS -
Plaqueo en agar* 5
10 " e " -
6
\ 10 TMS]_ ek
4
10 TMSl, TMSZ, MS =
Plaqueo en cultivo 5 s
nodriza, en medio 10 " b 4 - 2
solido* 6 :
10 1" " " +

* La concentracién de agar fue de 0.6, 0.8, 1.0 y 1,29
** Medios de cultivo: MS: Murashige .y Skoog; TMS: Nagata y Takebe
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Fotografia T.- Técnice de cultivo nodriza. En la caja

teniendo el medio de cultivo en estado sdlido, se le

después del plaqueo

Petri con

agrega un pedazo de callo de hoja de tomate

de los protoplastose

Fotografia 8.~ Aqui se puede observar la forma esféri-

ca regular caracteristica de los protoplastos aislados.
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Fotografia 9.~ Un protonlagto durante la divisidn celu

lar, también se observan algunos nrotoplastos que ya han regene-

‘rado su pared celular.

Una colonia de protonlastos aislzdos

Fotografia 10.=

de hoja de tomate después de dos semanas de incubacibne’



celular. En la otra serie de experimentos, en los cudles se uti-
1izb la técnica de cultivo nodriza (fotografia T7) se observa que
cuando se plaquearon las tres concentraciones se tuvieron resul-
tados positivos, lo que suguiere que el callo pudo influir en la
divisidn celular.

1as primeras divisiones se observan seis d{fas desnués
del aislamiento (fotografia 9) y al cabo de dos semanas se obser
va la formacién de colonias (fotografia 10),.la cugl no se pudo

mantener mds de tres semanas.

DISCUSION Y CONCLUSIONLS

" pe acuerdo con los resultados obtenidos para el_aisla—
miento de protonlastos a partir de hoja ¥ fruto de tomate, la ho
ha resultd mds anroniada, la cudl fué una buena fuente de proto-
plastos viables.

Debido a que no se-pudo mgntener una esterilizacién -
eficaz en el proceso se usaron antibidticos, los cuales no afec—
taron aparentemente a los protoplastos ni su divisién.

1a concentracidén de manitol emnleada fué adecuada para
estabilizar a los protoplastos durante su aislamiento.

1as concentraciones de enzimas utilizadas produjeron -
un buen rendimiento (10 pps/ml) de protoplastos de hoja, pero -
en el caso del fruto los rendimientos fueron nmuy bajos. Raj y =
Herr (89*) al tratar de aislar protoplastos de fruto de tomate,

encontrd que las pectinesterasas comerciales y las que se encuel
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tran en el fruto no degradan las paredes celulares, solo las po-
ligalcturonasas comerciales liberan protoplastos pero solo de -
los tejidos interplacentales en ovarios .de 1 a 2 semanas. Asi --
que seria conveniente un estudio mds profundo para lograr aislar
protonlastos de fruto en gran cantidad.

Respecto al tiempo de incubacidn, es conveniente utili
zar el tiempo mds corto para evitar dafios a los protoplastos, ¥
el tiempo mas corto resultd 3:30 horas.

E1 procedimiento de purificacidén de lavsuspensién ré--
sulto muy eficiente para eliminar enzimas, restos celulares y =
otras vosibles impurezasSe.

11 criterio de viabilidad (colorantes vitales) fué con
cluyente al observarse la regeneracion de la pared y la divisidn
celular.‘

las condiciones de cultivo mds importantes que se obser
varon fueron: |

1) Ia densidad celular
2) 1a técnica de cuitivo

A pesar de que se ha reportado que la luz es un factor
muy importante para la divisidén celular (26,32,61,73), en esta -
investigacidén se encontré que tanto en la oscuridad como en pre-
sencia de luz se llevd a cabo la divisidn celular.

1) Un pardmetro muy importante para la divisidn ceiu--
lar fué la densidad celular. En el caso de protoplastos aislados

de hoja de tomate, la divisidén celular se observd solamente cuan

do se usd una densidad celular alta (10 pps/ml) como Se observa
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it

en la Tabla V. Takebe y Nagata (99) encontraron que la divisidn
celular de protoplastos aislados de hoja de tabaco (Jlicotiana ta
bacum) es mayor a densidades celulares altas y, cuando la densi-
dad es muy baja no ocurre la divisidén celular.

2) Al compararse las tres técnicas de cultivo emplea=-
das se observd que con el medio de cultivo liquido no se obtuvie
ron resultados positivos y so0lo hubo divisidn celular usando el
medio de cultivo en forma sdélida y en cultivo nodriza en medio -
sélido. Davey y Short (30) reportaron que el medio de cultivo sé
lido estimula la regeneracidén de la pared celular de protoplag=—-
tos aislados de hojas de legumbres,

Ia téecnica de cultivo nodriza (94) en medio sdélido did
mejores resultados, encontrandose la divisidn celular en las tres
concentraciones utilizadas. 1a diferencia entre el cultivo nodri
za y el medio sdlido es 1a adicién de un callo de hoja de.tomate,
lo cuadl suguiere la posibilidad devque el callo proporcione al -
medio de cultivo alguna sustancia que estimule la divisidén celu-
lar, posiblemente esta sustancia sea una citocinina. Brett y -
Northcote (7) proponen que cuando las concentraciones celulares
no son adecuadas, los protoplastos no sintetizan suficiente cito
cinina enddégena vara iniciar la divisidn de protoplastos que han
logrado regenerar la pared celular.

Ia divisidén celular no fué mantenida durante mds de -
tres semanas debido probablemente a la falta de renovacién del -
medio de cultivo. Kao y col. (55) fécomiendan renovar el medio -
de cultivo periddicamente debido a que los nutrientes se pueden

agotar & que las sustancias excretadas por 1los protoplastos sean
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tdxicas e inhiban la divisidén celular. Nagata y Takebe (73) des-
pués de obtener colonias a partir de protoplastos aislados de me
sofilo de hoja de tabaco, cambiaron el medio de cultivo para lo-
grar mantener la divisidn celular.

Se concluye que el procedimiento que se empled para el
aislamiento y purificacidén de protoplasts de hoja y fruto de to

mate (Lycopersicon esculentum) mostrd ser eficaz al obtenerse -

una viabilidad de 80 a 90 4 y, que estos nrotoplastos después de
regenerar la paged celular solo dividen si la concentracidn celﬁ
lar es alta (10 pps/ml) & utilizando la téenica de cultivo no--
driza (94) en medio sélido.

108 1 otoplastos aislados por este procedimiento y en
estas condic iones de cultivo dpueden ser utilizados para estudios

de Biologia Illolecular, Fisiologia Vegetal, Genética & virologia.
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