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AISLA1,!IE 1̀1TO Y CULTIVO DE PROTOPLASTOS DE PLANTAS SUPERIORES

C.¿tPITULO, I.- INTRODUCCION

Antes de entrar en tema, es conveniente definir el

termino protoplasto. El protoplasto es la parte de la celula - 

vegetal que se encuentra dentro de la pared celular. Se han lo

grado aislar protoplastos de bacterias, hongos, musgosq hele- 

chos,, algas y Plantas Superiores. 

Hanstein ( 24) en 1880, fue el primero en utilizar el

t6rmino protoplastoy al observar la separaci6n de la pared ce- 

lular de unas algas9 helechos y Plantas Superiores. 

En 18921 iClercker ( 24) logro aislar protoplastos de

algas en cantidades significativas usando procedimientos mecá

nicos ( para una descripci6n mas detalladap ver el inciso A del

Capítulo II). 

rué hasta 1960, cuando Cocking ( 20) logro obtener pro

toplastos de Plantas Superiores por procedimientos enzimáticOs

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 podían absorber
particulas ( 2l) p asi como

moleculas de Acidos Nucleicos ( 22), 

Los protoplastos son celulas 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)- 

r on - ilesultan apropiados para estudios de
hibridizaci5

somatica de plantas al fundirse -nrotoplastos de diferentes es- 

pecies 0 variedades ( 23, 30, 36, 85). Forman un sistema de estu— 

dio apropiado para la infecci n sincr6níca de células de plan- 

ta por virus ( 55, 77, 109) y por bacterias ( 48, 55). se utilizan

lula veGetal ( 25, 60, 94): en estudios de la risioloFía de la ce

en la fotosintesis ( 50, 72, 73), en el efecto de las hormonas ( 4, 

43, 80, 94, 95). Tambien se han usado para aislar DITA con mejores

rendimientosp debido a que se produce un menor daho al DIJA; en

la Genetica de plantas ( 15., 62), en estudios sobre TransEenosis

48, 76) y en la regeneraci6n de plantas completas ( 34, 38, 54, - 

71, 97). 

Se han logrado aislar protoplastos de varios tejidos: 

de frutos ( 420MI de aleuronas ( 47)? de coleoptilos ( 44), de

polen ( 2) q de plantulas ( 58) 9 de callos ( tejido no diferencia- 

do)( 8, 17, 41, 45, 52, 75) y de hojas ( 6, 31, 34, 46, 54, 71, 79). 
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CATITULO II.- IROCED-G.1TEINTOS DE AISLAMITITTO DE PROTO

PLASTOS DE PLANTAS 13UPERIORES, 

Los procedimientos usados para el aislarajento, de pro

toplastos son: 

A).- Procedimientos Ljecan-licos

B).- Procedimientos Enzimaticos

C).- Procedimientos 1,.IiYtOs

lí),,- procedimientos mecanicos

El primer aislamiento de protoplastos fue hecho por

procedimientos mecanicosi, este procedimiento al1n es utilizado

por alSunos investigadores ( 82, 83P83) - 

En 1892., JC! erker ( 24) aisl6 protoplastos de lechugi- 

lla de agua ( Stratiodes aloides) al plasmolizar ( retraccion - 

del contenido celular usando una
solucion hiperosmotica) el te

jido y cortarlo con una navaja,, liberandose los protoplastos. 

Debido a ciertos problemas que presenta el aislamien

to enzimátiCO> Pílet ( 82983) y Prat ( 88) han hecho estudios ft

siol6,,r,,icos de los protoplastos , 
aislandolos por procedimien— 

tos mecanicos. La tecnica de este procedimiento efectuada y mo

dificada por pílet ( 83) al aislar protoplastos de raiz de cebo

lla ( Aljium cepa) p y que han dado buenos resultados es la si— 
guiente: 

Se efectUa una preplasmolisis para
aliGerar el trauma
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causado por la fuerte plasmolisis. La preplasmolisis, consiste

en empapar los sezmentos de raiz en una soluci&n de sacarosa

al 20 %, durante 5 rainutos. La Dlasmolisis es un tratamiento

que dura aproximadarnente 35 minutos, colocando los seiZmontos - 

de raiz en una solucion de sacarosa al 20 ', y HaCl al 1. 2 Ip co

mo medio plasmolitico, 

e coloca el segmento de raiz plasmolizado en un por

taobjetos Luantenido en una soluci&n de sacarosa al 20 y se

cortan de 20 a 30 secciones con una navaja. El seccionamiento, 

efectuado a traves de un microscopioy debe ser lo mz1s cercano

On
y rápido como sea posible. Cada

secciS
cortada produjo en am

bos lados protoplastos que flotaron en la solucion de sacarosa» 

De aqui se separaron por capilaridad usando un tubo de - nolies- 

tireno. Ensejuida se lavan de 4 a G veces con la solucion de - 

sacarosa al 20 5. 

ii,ste procedimiento ha sido poco usado en el aislamien

to de protoplastos de plantas zu.,.)eriores en comnaraci0n con el. 

procedimiento enzimatico» por las razones que se explican al

final de este capitulo. 

B),- Procedimiento enzir.,iatico

En 1949.. C- iaja ( 24) aislo pro-Loplastos de cCI.ulas de

levadura al di£;erir la pared celular por medio del jugo gastrik-> — 

co de un caracol ( IIeli pomatí ). Desde entonces9 o -'(,ros inves- 

tiradores han intentado aislar protoplastos
enzimaticamente de
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bacterias, alGas, hongos, musgos y plantas superiores. 

Tambien en 1949, Chayen ( 16) lorr6 separar celulas - 

de meristemo de raiz de haba ( Vici,.L faba) al diI,,-erir el tejido

con pectinasa al lo 1, 
durante una hora, ,.) oro este trabajo no

se efectu0 en condiciones plasmolizantes y las cOlula.s resul-- 

tantos no fueron viables. 

Tribe ( 24) en 1955, denostro que la muerte de celulas

asociada normalmente con la se-paracion de la pa.red celular, se

disminuye al Plasmolizar previamente el tejido. La plasmolisis

tiene un efecto estabilizante que hace a los protoplastos me— 

nos susceptibles a los efectos c1aEinos de las impurezas de las

enzinas ( 24). 

En 19GO, Cocking ( 20) logro aislar protoplastos de - 

puntas de raiz y de fruto de touate ( I feonersicon esculentun) 

usando una celulasa obtenida de un hon,,_"o ( L' yrotheciu-í- i verruca - 

ria). 

En 1968, Takebe, otsulci y . 1 ol-,i (98) tomando en cuenta

los resultados de Tribe ( 24) liberaron eClula.s del mesofilo de

hoja de tabaco ( Iiicotiana tabacuril) usando una pectinasa en con

diciones plasmolizantes . Enseíuida aislaron protoplastosp al

uratar la suspensi0n celular con una soluci n de celulasa obte

nida del caracol T- ichoderma virido., tambiC-'n en condiciones - 

plasmolizantes. Este procedimiento, que se le lla denominado - 

11secuencial1l se ha aplicado a muchas especies de mono- y di -co

tiledoneas ( 90). 

En 1969.. Power y CockinG ( 06) hicieron el aislamiento

en tuna sola etapan usando una mezcla de - poctinasa y cellllrs,--1
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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). 

Sin embarjo, hay diferencia entre el raCtodo secuen— 

cial y el de una sola etapa: en el mOtodo secuencial se obtie- 

nen protoplastos pre'Lerentemnte del mesofilo empalizado y en

el metodo de una sola etapa se obtienen protoplastos del neso- 

filo em-,m,lizado y esponjoso ( 35). otra diferencia es que, usan

do el metodo de una sola etapa se puede lojrnx lusión esponta- 

nea, no asi por el otro método. 

Ictualmente el procedimiento enzimItico es el né<í' s - 

usado debido a la facilidad de manejo y los rendirilientos obte- 

nidos. Dentro del procedimiento enzimatico,, es mas usado 01 El.¿ 

todo de una sola etapa. 

Cutícula ( cera) 

1
Epidermis superior, 

Jqesáfil. e» . palízad

XI" illaz vaacular, 

Floem nerv 0) 

Traqueída Tejido ebponjoso

ubo cribo
Epidermis inferior

1 ( floema) Cutícula

Ruta pajIL- la- difusión dicec.11,' a". Ira és"' dei' bibtema de spacior, 
con aire, al mesófilo en Cn pijizadaLly 0,Llejido ebpurij" 0. 

u,. 1.- vista de una porci0n de La lamina foliar

hoja de tabaco, vista desde abajo y ampliada 200 veces. 

de una
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C).- Iuroced ¡miento mixto

En la mayoria de los cereales y monocotiled6neas no

se ha tenido exito en producir protoplastos por procedinientos

enzimaticos debido a que, cuando se trata de aislar protoplas- 

tos por procedimientos enzimaticos a partir de hojas, se proce

de a quitar la cuticula ( epidermis) de la hoja para facilitar

un contacto más intimo entre el tejido y la solucí6n enzimati- 

ea y, en el caso de las monocotiled6neas y cereales es sumamen

te dificil quitar la cuticula. 

Los metodos que - se han utilizado en estos casos con- 

sisten en cortar las hojas en tiras y poner en contacto estas

tiras con la solucion enzir,,iatica,, pero es -Le procedimie-nto no

ha dado buenos resultados,, ni el metodo secuencial, ni el meto

do de una sola etapa del aislamionto de - protoplastos por proce

dimientos enzimaticose

Harada ( 27) resolvio este Droblema aplicando sucesi- 

vam-nte metodos mecánicos y enzi-Liatico,-,., lo que le ha peri,liti- 

cio de manera reproducible Grandes cantidades de _proto- 

plastos de! parenquima foliar de Convolvulániceas. Este procedi- 

miento consta de dos etapas: 

i) Separación mecánica de las celulas que constituyen el

parénquima foliar. Gnanam. y J' ulandaivelu ( 41) fueron capaces - 

de obtener celulas libres de 24 especies de plantas al moler - 

1,as Ihojas en un buffer de TRIS) conteniendo sacarosa y 1.. cCl
2 . 

Este homojenado es centrifugado para descartar las particulas

rotas las cuales sedirilentan y, de esta manera se evita el pro- 
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blema de quitar la cuticula de las hojas de cereales y monoco- 

tiledoneas., 

ii) Transformaci6n enzimatica de las ellulas libres en pro

taplastos. Esta transformaci0n se realiza usando celulasa sola

im nte . 

p,ste procedimiento ha sido usado también por 1, 1,acken- 

zie Y Bui Dana. Ila ( 61) para aislar protoplastos de E'sparragos

AsparaE.us officinalis L.). Este metodo ademas excluye la. pos.¡ 

bilidad de fusi0n espontanea, 

Este procedimiento mixto es una variací0n del proce- 

dimiento enzimatic ò para aquellas plantas donde no se puede ex

traer f' cilmente la cuticula de la hoja. 

nico. 

D).- ComparaciOn del procediT.,iiento enzimatico y meca

Varios investijadores han ennumerado las ventajas - 

principales del procedimiento enzimatico sobre el mecánico ( 24): 

1) Produce una mayor cantidad de protoplastos

2) se produce menor dalo osmOtico del citoplasma

3) 1 Tinguna celula se dafia al romperse por el corte con na- 

vaj a. 

4) D.n las celulas meristema**ticas no se efectua plasmolisis

24), por lo que no se Duede efectuar el aislamiento me
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canico de protoplastos,, mientras que el aislamiento enzi

matico si se puede efectuar. 

5) T,11 procedimiento enzimatico de una sola etapa puede pro

ducir protoplastos nultinucleados que resultan de la fu

si0n espontCn',.nea duran -'Le el aislamiento. 

Chupeau y L-lorel ( 17) piensan que los procedimientos - 

mecanicos no son utilizables porque la plasmolisis que implica, 

provoca una fuerte retracci6n del contenido celular y, no libe- 

ra cantidades importantes de protoplastós intactos. 

En 1972, Pilet ( 83) aisl& protoplastos de la raiz de

cebolla ( Allium cepa) por ambos iaetodos, y encontro las si- uien- L; 

tes diferencias: 

1) Con el procedimiento mecanico, se obtienen mayores canti

dades de subprotoplastos ( resultado de un fen6meno pro- 

ducido durante la plasmolisis, que se llama lleemaciOnll, 

en el cual el protoplasto se divide en dos porcionest - 

una nucleada y la otra anueleada). 

2) 1,a naturaleza de vacuolaci0n no es la misma. 

3) De una zona de raiz, se loCraron aislar protoplastos - 

por procedimientos mecanicos y enzimaticos, resultando

mas pequefíos los protoplastos mecanicamente aislados - 

que los aislados enzim,',.ticamente. 

4) La presi0n osm6tica de los protoplastos aislados riecani

camente es mayor que la de los aislados enzimaticamentes

12. 97 y 10, 81 atm6sferas respectivamente ( 80). 
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Conclu,reron que ambos - procedimientos no son compara -- 
1

bles, debido a que los protoplastos obtenidos por uno u otro - 

procedimiento provienen de celulas de diferente Erado de dife— 
ac -; onad o

renoiación, ya que el ;-rado de di--Lorcncia.cit")n está re!, — , 
C-. 

con el Crado de vacuolación y la presión osmotica Y# siondo las

ediulas diferentes, los protoplastos n,.is2zdos mecanica.mente Pro

ladoS enzimativienen de células mas Pequellas que las de los ais- 

camente de raiz de cebolla copa). 

unas
a t.-,,rn-bién presenta al,JT-5,1 procedimiento enzir,"'tic0

de 3 - nc ias
desventajas: se - tienen evidencias de le.. :prosencia ', Ust- 

t6xicas tales como ribonucleasas, 
enzimas proteolIticas 6 !¡ pa- 

sas, poroxidasas y material no
enzinatico en las ,) re,)arELcionos

crudas de las onzimas. ­ sta to-cicidad puede residir en la. ac--- 

ci0n directa sobre la membrana enterna do1 protoplasto, c'_nusan- 

do unL deGradaci0n o una alteracion de su 1M.rmeabi~lidadg la - 

cual a su vez provoca la entrada de enzimas o componentes de ba

jo neso raolecular que pueden afee -tar la ciclosis ( fenomeno celu

lar relacionado con las vesiculas que acarrean material a. tra— 

ves del citopiasna)( 104) 9 al alterar Ir- viscosidad dcl citop!,as

a ( 24). 

Varios investi¿,,-a dores han oncontrado necosario purifi

car las preporaciones cruda.s y comerciales de enzima.s para eVi- 

tar enfrentarse a estos problemas ( 43) Y, obtener mejores rendi

mientos y mayor porcentaje de protóplastos viables. 



C.AP-TTULO III-- DISCUSION DEL PROCI' DEIIBTTTO BITZE-.1LATICO, 

ntes de discutir el procedimiento enzimático, se va

a hacer una corta descripci6n de la con titucion e importancia

fisiol6Gica de la pared celular y del plasmalema o membrana ex- 

terna del protopla-sto. 

jO.- La pared colular

La pared celular es una estructura dinamicag cuya com

posíci0n y propiedades responden
constantemente a! creciniento, 

fase de diferenciacion y al ambiente en el que se encuentra la

celula ( 16). 

En ! a constitución de la pared celular hay componen— 

tes estaibicos y componentes que se estan formando constantemen- 

te, los cuales jueSan un papel importante en las propiedades - 5

quimicas, físicas y bioquimicas de la pared celular. 

La proporcion de los coraponentes de la pared celular

de los vegetales varia de planta a planta, pero generalmente se

compone de: 

1.- ijaterial clave

2.- 1..laterial llenador

3.- La matriz

LGua. 

5.- Ti-iaterial proteico
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1.- jija-terial clave: Eista. compuesto por celulosa cuya

4- - 
es,,, uctura son cadenas largas do

0polirnorizací Sn de 8 000 a 12 0009

1, 4- glucosidos de Crado de

2.- I- aterial llenador.- Es el material polim, rico con- 

teniendo azucares diferentes a la Glucosa sienipre asociados con

la celulosa, como arabinosa y Galactosa unidas por enlaces --- 

@- 1,, 4 . Otro iaaterial. llenador es la liGnina, la cual es deri- 

vada de la deshidroGenación enzii.,.atica y polin.erizaci0n subse— 

cuente do alcoholes ( cum,-t.rilo., coniferilo y sina-pilo). 

3.- La matriz: Los - polisa.caridos de la mauriz., nenice

lulosa y sustancias pecticas., estan hechos de políraoros orienta

dos linearmente que estan presentes en todas las fases Cle. desa- 

rrollo de la planta, la estructura de estos vLLrj'-a de planta a - 

T) lanta. 

1 a. - o -'- antes se encuen--- ntre las hemicelulosao m5s in, Orv

tran los xilanosp Glucoriananos y arabinolactanos. 

Los xilanos tienen la estructura j;eneral P- 1, 4- Xilano

piranosilos de Grado de polimerizaci6n de 150 a 200. , 1 esta ca- 

dena principal se encuentran unidas cadenas laterales de acido

4- O- metilalucur6nico unidos a la xilosa por uniones 0(~ 1,, 2 ; - 

grupos arabinofuranosilos por uniones, CK- 193 y Grupos acetilos

en posiciones 2 Y/ O 3 de la xilosa* 

Los C>lucomananos son cadenas de radica.les de (. 5-lucosa

y manosa unidas al azar por uniones - 1, 4. *¡. sta cadena princi— 

pal se puede ramificar una 6 dos veces por galactosa por medio
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de uniones o(- 1, 6 formandose los .-alacto£;Iucomananos. 
1- 3

Los arabinolactanos están formados por arabinosa y Gl 

la.ctosa unidas 1j a los que se unen cadenas laterales de oliP- ., i - 

Gosacáridos de unidades de Galactosa por medio de uniones P- 1, 6

las cuales -oueden llevar unidades de arabinofuranosa unidas nor

o 0- 1, G a la gaiactosa. 
delLas sustancias pc5cticas constituyen del 7 al 18

total de carbohidratos de la pared colular primaria; los azuca- 

res prescntes son: Galactosa, arabinosaq' ramnosa y ácido Galac- 

turonico. 

Los arabinolactanos tienen una, cadenza I)rinci.,-)al de - 

P- 1, 4- jalactos ¡dos donde la arabinosa forraa un pollí-wro allUa— 

mente r,-..,,lif ¡cado unidas por enlaces ó(- 1,, 3 y (X- 1.. 5 - 

Los Lalacturonorhamananos estan
constituldoss nor una

cadena princiDal de 0(- 1, 4- galactiirono,)ira.nosilos teniendo cade- 

nas laUerales que contienen fucosa, xilosa, Ealactosa y

glucuronico unido por P- 1, 4 a la iCucosa y -a la úalacb9-Sa ') 0l - 

uniones 1769

4.- Agua: rIsta es controlada en la, ina-turiz por la deno

sici0n de material llenador que forma asociaciones

lares y estructurales de tiPO i 01, o por un lienador no huLicc— 

tante como la lienina. 

5.- Material proteico: Alrededor del 5 :', f de Iza pared

celular es proteína, y la que existe en mayor cantidad es una - 

Iieo,)roteina estructural corapuesta nor 13 ,, de hidroxi-prol.ina, 
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este aminoacido se encuentra unido a oliCosacaridos de aproxima

dwaen,Le 4 monomOros de galactosa 6 arabinosa ( 0). 

Una fracci6n muy importante del material PrOtOicO

esta coiapuesto por enzinas. iin 80 %, 7osfab actividad de la -I:. d e l, - 

tasa acida de la cJlula se encuentra localizada en la pared ce- 

lular ( 76). YunG y jTorthcote( 110) encontraron peroxidasa en un

82 a 85 % en la pared celular de mesofílo de tabacog por medio

de electroforesis en gel de acrilamída encontraron 3 bandas deCJ, 

isoenzimas an dicas de peroxidasa en la In -red celular. 1,^. acder

1,, eyor y BOPP ( G2) obtuvieron los mismos resultados, 

Se ha encontrado que las hormonas vejetales cordo el

icido Indolacéticop citocininas y etileno.. 
pueden inducir la

Ljaportantosintesis de peroxidasasp la.s cu<lles jueGan un papel

en la liGnificaci6n, metabolismo de compuestos aroL,.iaticos., Oxi- 
C-1

daci6n de auxinas y produccion de otileno ( 76), por lo tanto la

e en el creci--- presencia de peroxidasas es un factuor i,.ijortan-il

miento y diferenciaci6n celular. 

Las parcdos de células adyacentes i3on man-'Leni(.as jun- 

tas por medio de una capa llamada 11,u.linilla media" ( fig. 2) -- 

compuesta por polisacaridos no celulosicos, 
especia1r...ionte pecti

nas. ,, travesando la pared celular y aparentemente conoctando el

protoplasma de celulas adyacentesyse encuen-uran filamontos muy

finos de pro-topla.snia llamados plaSmOdesillOS, 

i -- de-nositan una 6 varias
j,,,q esnecializada

capas de celulosa sobre la pared primaria,. a la cual se le dono

en

raina pared secundaria ( fie. 2). difiere de la n



la. carencía de susta.ncias pécticas. La pared secundaria consis- 

te de celulosa, hemícelulosa y lir,,nina,, los polimeros encontra- 

dos son f- lucanos, -.,--i~lanos2 acido glucuronico y mananos. La lig- 

nina sirve para darle rip-idez a la pared. 

v
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2.- L--ared Secundaria ( S';'i) de una. celula de. vaso

V) en una plantula de avena. las paredes primari"--s ( P,J) del va

so y aquellas de las celulas de parenquiria adirecentes ( 1,C) e"--- 

tC".n se -paradas por la laminilla Media ( 1,M). 

Las células de J. a epídermis seGregan una cubierta de

cutina y sobre esta se encuentra una ca) a de ceras. Esta cubier

ta exterior es llamada cuticula ( fig. 1) y su funci0n es retardar

la evaporaci0n. La cutina es una mezcla de álcidos Crasos Polime
7

ricos y las ceras estan formadas por una mezclea compleja clo a -!- 

canos de cadena largap alcoholes9 coto=—s y áeidos grasos. 

0



23

LICNeil y col. ( 63) estudiando la estructura de la pa— 

red celular de las células de aleurona de cebada, encontraron - 

que la pared celular consiste de 85 rjs de Arabinoxilanost 8 % de

celulosa y 6 , Í, de proteína. 

La extracci0n de la pared celular tiene como consecuen

cia la rejeneraci6n de una nueva pared celular y la subsecuenteu

division si se encuentra en condiciones adecuadas. La ausencia - 

de la pared celular facilita los estudios de fusi6ng absorcion - 

de particulas extrafias., de regeneraci0n de la pared celular, la

in-Leracci6n de hormonas y enzimzis con la membrana externa del -- 

proto.plasto* 

B).- El plasmalema o membrana e: ---terna del protoplasto

El plasm-alema está formado de una bicapa asinCtrica de

fosfolípidos dentro de los cuáles estan intercalados sitios ri— 

cos en proteinas específicasp.
funcionalmente difere-nciadas. Ado - 

mas llartijann y col. ( 47) han encontrado que el plasmalema contie

ne mas esterol que otras membranas celulares, sin embarjol, "¡Iue-- 

sink ( 91) encontro que el plasmalema de protoplastos aislados de

coleoptilos de avena ( Avena sativa) tiene poca cantidad de e3to- 

rol y no se observa la presencia de tirosinal la cual jueZa un - 
papel muy importante en algunas celulas animales. Tambien obser- 

a - nor doterf-,-entes ca- 
vO que e..1 - nl,-,.sn,,ilema se rompe mas fIcilmente

ti0nicos que por los ani6nicos y9 los detorgentes i6nicos son - 

mas activos que los no ¡ Onicos, suguiriendo la Iresencia de lu9l
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res c¿a.r£;ados electronceativamente en el plasmalema, los cuales - 

estan Uaplicados en mantener la estabilidad de la membrana. D'loto

yoship Bancroft y Watts ( 69) encontraron resultados sinilares en

relaci6n a la electronegatividad de la membrana al observar que

los virus de un punto isoelectrico negativo necesitan de un poli

de la - cati6n para loerar la infecci0n.. mientras que el virus  

papa y una. variante del Virus dol Llosaico del Brorílo, que tienen

puntos isoelOctricos positivos no necesitan del policati0n. Todo

esto nos lleva a pensar que las proteinas constituyentes del

plasmalema presentan -- ru-nos fuertemente electrone¿,ativos en el

exterior de la membrana, 

En las colulas de plantas es característico la conti— 

nuidad del citoplasma celular por medio de interconecciones con

otras células vecinas llamados plasmodesmos, los cuales son pro- 

lonjaciones del plasmalema que se nueden observar Dor Llicrosco— 

pla Electr6nica- y son res-,onsable.-, de la Pusi6n Espontanea. 

El plasmalema puede o---.panderse grandemente en presen— 

cia de un riedio hipot6nico y. retraerse en un medio hiport6nico - 

fig. 3), Hall y Cocking ( 45) observaron que el plasmalema se en

cuentra menos iensionado en medios plasmolíticos hi, port0nicos -- 

que en medios hipot6nicos y pueden perraitir una deplaswolisis 0

sea pueden reGre, ar a su estado oriGinal al retornar al

isotOnico, 

Ruesink ( 91) habla de una perdida del area superficial

del plasmalema de hasta 25 % al convertir celulas de coleoPtilo

de avena en protonlastos estabilizánIndolos con manitol 0. 5 1, 1, 17, ste

material a menudo termina en vesiculas en el citopiasmar proba— 



blemente por un proceso parecido al de endocitosis. 

Ijurante la regeneraci0n de la pared celularg el plasma

lema- jueGa un papel muy importantel como se vera en el Cap. IV. 

e).- Condiciones optimas para el aislamiento de proto- 

Plastos de plantas superiores. 

Es conveniente para aislar protoplastos viables obte— 

ner las condiciones optimas del aislamiento de los protoplastos, 

para esto, vamos a revisar los aspectos mas importantesp que - 

son: 

1,_ Selecci3n del material

2.- Esterilizacion del material

3,- Seleccíón de los agentes estabilizantes

4.- 2nzimas y componentes del medio enzimatico

5.- ph del medio enzimatico

6.- Temperatura de incubacion del medio enzimatico

7.- Tiempo de incubacion del medio enzimatico

8.- Purificacion de la suspension de protoplástoS

9.- Viabilidad de los protoplastos

1.- 0,eleccion del material: El principal requisito pa- 

ra la produccion de protoplastos estables es la fuente de plan— 

tas crecidas en condiciones optimas y en la fase de desarrollo - 

adecuada. 

Cuando se tienen -plantas apropiadas es
relativamente - 
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facil prenarar -orotoplastos. Otsulci y Tal -cebe ( 79) reportan que - 

la velocidad de maceración y el rendimiento de protoplastos de- 

penden en gran parte de la edad y condici0n fisiol,Ogica 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 mas apropiada para cada varieda.d, ' Jatts, 

1-,',otoyoshi y 1,rinG (
1031 ) sugieren: 

lío se deben usar plantas donde se muestre senescencia en

las hojas inferioresp debido a que la acumulaci0n de al- 

mid6n hace inestables a los protoplastos, 

Las plantas muy j6venes son demasiado fragiles, de mane- 

ra que las preparaciones de Drotoplastos que aparentemen

te estan en buenas condiciones mueren tiempo despues. 

En el caso de aislamiento de protoplastos a partir de

hoja de tabacog se recomienda usar las hojas mas Grandes. Sin em

bargo, Couttsp Cocking y Kassanís ( 28) encontraron que las hojas
ci

mas adecuadas para el aislamiento de Drotoplastos de tabaco son

las que no estan bien extendidas ( 20 a 25 cm. de largo), a menu- 

do encontradas de 4 a 6 hojas del ápice. 

Cuando los protoplastos aislados tienen una colorac.i6n

verde cobriza, indica la selecci0n de hojas inmaduras 6 condicio

nes de cultivo de la planta iriadecuadas( l031). 

2.- Esterilizacion del llaterial., -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 soluci0n de hipoclorito de sodio 6 de

calcio 6 cloruro mercurioso para eliminar los mieroorganismos — 

presentes. Esta soluci0n se puede complementar con la adici n de

un detergente para abatir la tensi6n superficial y lograr una es

terilizaci6n completa. Despues se enjuaga unas tres veces con -- 

agua destilada esteril para asegurarnos de la eliminaci6n de las

sustancias anteriores. 

Las semillas son esterilizadas al colocarlas en alcohol

absoluto durante lo min., se repiojan en una soluci0n de Ca( OC1) 
2

al lo % durante 20 6 30 min. y se enjuagan 3 veces con agua des- 

tilada osteril( 35). yamada y col. ( 108) esterilizaron seraillas - 

de arroz ( oryza sa.tiva) con alcoliol al 70 % y enseguida con --- 

HgC1 al 0. 2 %, durante 20 min., despues se lavaron al chorro de

2

agua durante 3 horas y antes de usarse se ponen en contactó nue- 

vamente con una soluci6n de H9C1 al 0. 5 % durante lo min, 9 se
2

pasan por alcohol al 70 % y se enjuagan 3 veces con agua destila

da esteril. 

Las frutas se esterilizan con alcohol absoluto durante

lo :-,ea.,* NaoCl al 2 % durante lo min. y se enjuajan 3 veces con

agua destilada esteril( 35). 

Las hojas se colocan en una soluci6n de alcohol al 70 % 

durante 30 seg., Ca( 001) al 0. 8 % conteniendo detergente al 1 % 
2

durante 15 min. y se enjuagan 3 veces con agua destilada estéril

6). 

Algunas veces no se logra esterilizar completamente el

material y se obtienen contaminaciones. Evansp ' j1oodcock y Xeates

usaron gentamicina para reducir el problema de contaminaci6n bac
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teriana en protoplastos aislados de trigo ( Triticum aestivum) y

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

95) tambien usaron gentamicina* Daveyp Bush y Power ( 31) usaron

Penicilina ( 10 U/ ml.) y Carboxibencilpenicilina ( 200 MeAU.). 

latts y Xing ( 103) hicieron un estudio coLiparativo de

varios antibi6ticosp encontrando que los protonlaztos de plantas

son mucho mas sensibles a los antibioticos que las células anima. 

les y., que los que menor daho causan a los Protoplastos son Car7

benicilina ( 250 Mg/ ml.), antibacteriano y., I.Tistatina ( 25 U/ Ml.) 

o Amfotericina B ( 2. 5 p9/ ml.) contra hongos. La Uistatina fué - 

muy efectiva al controlar el crecimiento de hongos aun a concen- 

traciones altas sin afectar aparentemente a los nrotoplastos cul

tivados en medio liquidop pero en medio s6lido fue mejor la Amfo

tericina B. 

Kassanis, White y Vo0ds ( 55) encontraron que la genta- 

micina y otros antibi6ticos en cantidades que inhiben el creci— 

miento bacteriano tambien inhiben la multiplicaci6n del virus en

proto-plastos. Esto se previno usando JürnCI
2

lo mi,,' en el medio de

incubaci6n, sin quedar claro el efecto inhibidor del fánel
2 . 

No se ha hecho hasta hoy un estudio exhaustivo sobre - 

el efecto de los antibi6ticos en células de plantas, por lo que

es preferible prescindir de ellos, 

3,- Selecci6n de los agentes estabilizantes: La pared

celular ejerce una presi0n determinada sobre el protoplasto. Du- 

rante el aislamiento de protoplastos es conveniente reemT)lazar - 

la presi6n ejercida -normalmente por la pared celular para mante- 
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ner la integridad de los protoplastos. Al reemnlazar la presi6n

de la -pared lo haremos a una presi6n liGeramente más alta., de ma

nera que los nrotonlastos estén li,r, eramente Dlasi,-,olizacios. 

Se habla mencionado anteriormente, que Tríbe ( 24) de— 

nos-tr<5 que la muerte de células normalmente asociada con la sepa

raci6n de la pared es eliminada al plasmolizar a la.s células# 

Cuando el medio en el que se encuentra la célula esta

mas concentrado ( medio hipertOnico)., la celula sufre una DI.asmo- 

lisis ( fig- 3). es decir que la membrana celular y su contenido

se desprenden de la pared como resultado de la retracciono Jejan

do un esnacio libre entre la membrana, y la pared que es ocupado

por la soluci6n del medio. Al a,,,7ente que produce la plasmolisis

se le denomina plasmolitico,, aGente , plasmolizante estabiliza— 

dor osmftico. 

Membrana vacuclar Pared celular

Vacuola

Citoplasma

Membr ana

plasmatica

Entrada osmética Salida osmática

ap

6 tic Salid4

med lo1 . . .. . . . .. al medio hipertánicode¡ medio diluido
J: 

ca1¡', z Salida osmófica al
f,4 . - . - . - . : : Entrada osinótica

medio isotónico

del medio Isotónico

Evaporación del aire
Solutos de la

solución externa

Túrgida Sin turgencia ( marchita) 
Plasmolizada

Fig. 3.- Estados osm6ticos en una celula vegetal. 

j,il -nroceso de plasmolisis ¡ m-nlica varios eventos inter

de-.')e-,idi(,'ntos que pueden ser quimicos y estructurales. Las solu- 
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ciones hipert6nicas producen la perdida de agua en las celulas y

as 1.. las actividades de las células Dueden ser alteradas por cam

bios en las fuerzas i6nicas del citoD! asma. Una consecuencia es- 

tructural muy obvia es que., durante la plas-molisis hay un descen

so en el area total del plasmalema ( 4, 91). 

Dependiendo de si es apropiada al tejido., la "pl,-Dsmoli- 

sis parece que no altera irreversiblemente las estructuras celu- 

lares ( 40), por lo que es muy importante la selecci0n de un agen

te estabilizante adecuado. Boffey y jJorthcote ( 5) observaron que

la plasmolisis de protoplastos de mesofilo de tabaco Produce un

descenso en la síntesis total de pectínas.. pero estiriula la in— 

cor-noraci6n de arabinosa. 

Los plasmoliticos mas usados son las osas -alcoholes - 

manitol y sorbitol), la sacarosa y las mezclas salinas (. por — 

ejm. yCl y Ca0l ) ( 18). La condición que deben presentar es que
2

no penetren en el protoplasto o que lo hagan lentamente. 

Hay dos procedimientos para seleccionar la concentra- 

ci6n optima del ' Plasmolitico; 

i) observar al microsconio y comparar el rendimiento de pro

toplastos contra la concentración del medio plasmolitico. Se co- 

loca el tejido que se va a utilizar en varias cajas Petri conte- 

niendo una concentración determinada de enzimas y el medio plas- 

molitico a diferentes concentracionesg se ponen a incubar entre

3 y 4 horas y se observan al mieroscopiog relacionando el porcen

taje de protaplastos obtenidos contra la concentracion del medio

Dlasmolitico ( 100) y la forma esferica rejular que tengan ( 93). 

Se comparan los resultados obtenidos contra otros
agentes. 
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SchalskolsIcaya y col. ( 93) encontraron que para el ais

lamiento de protoplastos de mesofilo de hoja de cebada ( Hordeum

vulgare) q la concentraci0n optima era de 0. 34 T.,l y que el manitol

era la mejor sustancia plasmolitica. Uchimiya y jjurashige ( 100) 

aislando protonlastos de suspensiones celulares de tabaco ( L.Tico- 

tia,na taba.cum).. encontraron que la fructosal galactosa, sorbitol

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

ii) La otra manera de encontrar la concentraci6n &)- tima del

ajente estabilizantel es comparando la ganancia 6 ) érdida de pe- 

so del - tejido en relaci6n con la concentracion del medio plasmo- 

litico Icomunicaci6n personal del Dr, Guillermo Carrillo) r Y se

efectila de la siguiente manera; 

Se pesan pedazos del tejido que se va a utilizar y se

incuban en varias cajas Jh_atri, las cuáles contienen diferentes

cantidades del riedio plasmoliticoy durante 1 o 2* horast luejo se

sacan, se seca el exceso de liquido y se pesan. 
Lnseguida se ha- 

ce una comparaci6n entre el -porcentaje de Ganancia 6 gerdida de
peso contra la concentraci3n del agente

plasmolitico. Se reco- 

mienda usar un va,lor ligeramente superior al punto cero para ase

gurar la p1,, smolisis del tejido. 

Algunos investigadores recomiendan una plasmolisis an- 

tes del aislamiento enzimático ( 37), otros recomiendan usar una. 

mezcla de azucaresp pero lo mejor—es que además de usar la con— 

centraci6n Y el agente
plasmolitico adecuadog se mida la .)resi6n

osmótica y ajustarla a la de la celula, como lo hacen Ka.o y CO1- 

55). 
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4.- Ljinzimas y comnonentes del medio enzimático: El pro

cedimiento enzim tico consiste en la degradaci6n de la pared ce- 

lular por medio de enzimas adecuadas. ' Como ya hem, s vis -,'-,o, la

nared celular esta constituida princinalmente por sustancias pec

ticas y celulosap aun cuando hay presentes otros polisacarídos, 

estos se ercuentran unidos a la celulosa, Las enzimas util.izadas

son celulasas y pectinasas. 

Las celulasas han sido e-.T-traida-s de hongos y caracoles, 

tambien se encuentran presentes en algunas fruta.s ( 96,). Estas - 

enzimas rom-nen las uniones P- 1, 4 de r.lucósidos en mon6meros ter- 
minales ( exo) 6 en intermedios ( endo), produciendo P- 1.. 4- celobio

sa, P- 1, 4- celotriosa y glucosa. lambien se han enc,) ntrado P- lP3- 

glucanasas ( 102T). bon inhibida,s por la presencia de metales pe- 

sados., reactivos sulfhídricos. y agentes oxidantes 0 reductores. 

una preparaci6n comercial es la celulasa Onozuka R- 10

obtenida del hongo Trichoderma viride. Su actividad maxima se -- 

presenta en un rango de PH de 4. 0 a 5. 09 entre las im,,)urezas pre

sentes contiene hemicelulasas que hidrolisan xilanosp ¿rlucanosp

mananos, galactomananosp proteasas y galactonasas. 

Las enzimas que destruyen a las sustancias pecticas y

pectinas son llamadas pectinasas y hay tres tipos de e llas, las

cuales pueden actuar en mon meros externos 6 in -ternos. 

i) Estearasas: pectinesterasas 6 exo- o endo- poliCalacturo- 

nasas.. las cuales producen el rompimiento del grupo ester de los

ácidos n, cticosp produciendo nectinas y alcohol metilico. 

ii) J-lídrolasas: GlicOsidasas 6 exo- 6 endo- polimetilgalactu- 

ronasas, las cuales atacan las uniones 0- 1, 4 0 P- 1, 4 de poliga- 



lacturOnidos ( PLIG). 

iii) Liasas: Exo- 6 endo- polígalacturonato- transeliminasas

o exo- 6 endo-,wetin-metil- transeliminasas ( PTITE) las que elimi- 

nan 6 ahaden una molecula de aGua en posici6n trans- sobre una - 

doble ligadura. 

Una preparacion de pectinasa comercial es la I.,,aceroci- 

ma R- 10 extraída de Rhizopus, que exIiibe su maxima actividad en

un rango de pil de 5. 0 a 6. 0. Esta compuesta por varias poliZalac

turonasas, pectintranseliminasas, y hemicelulasas tales como ara- 

banasas,, galactanasas y xilanasas. 

Las preparaciones enzimáticas que se usaron en los pri

meros aislamientos de protorlastos ( 16, 20, 24) eran prenaraciones

enzimaticas crudasp las cuales contenían eran cantidad de impure

zas, que podían dahar a los protoplastos. Varios investigá,dores

se han avocado al problema de purificar estas prenaraciones. Un

método para purificar estas preparaciones es la eluci6n de la -- 

mezcla a traves de Sephadex G- 25 seguido por un tratamiento con

carb6n activado y finalmente evaporaci6n del vacic( 56) . AlZunas

preparaciones comerciales se pueden purificar más con un trata— 

miento con Bíogel ( 35). Actualmente existen preparaciones comer- 

ciales altamente purificadas. 

En ciertos tejidosp particularmente en frutos, hay un

alto contenido de pectinas y los protoplastos se pueden aislar - 

usando Unicamente pectinasas ( 43.. 89)- Se han encontrado en ex --- 

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

sas: dos endo- p- 1, 4- glucanasasg una exo- P- 1, 4- glucanasa( 961) , 
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una P- 1.. 3- glucanasa ( 961, 1021) que dezradan celulosa insoluble a

celoCtextrinas de bajo ,) eso molecular y glucosa (
961) 

y varias -- 

pectinasas; pectinesterasas ( 891), poliealacturonasas (
U9plG21) 

y -, Zalactosidasas ( 1021). Estas enzimas son responsables del a- 

blandamiento del fruto al hidrolizar las pectinas ir celulosa. U

Gregory y Cocking ( 43) aislaron grandes cantidades de

proto.Plastos de lóculo de fruto de tomate usando Pectinol R- 10

Raj y llerr ( 89) tambien loCraron aislar protoplastos de las re— 

giones interplacentales de frutas de Solanaceas al diGerir las - 

paredes celulares con pectinasa SiGma. 

SchalskoIska.ya y colo ( 93) encontraron que no era nece

sario la adici) n de nectinasa Dara aislar nrotoDlastos de nesofi. 

lo de cebada. Sin embargo, es necesario hacer un estudio comple- 

to de la necesidad de enzimas Dara cada tejido, nu6s lJillison y

eoclíin,r ( 104) encontraron por estudios en Lilicroscopía Electroni- 

ca que, en el caso de protoplastos aislados de 16culo de fruto - 

de tomate por medio de pectinasa solamente, quedaban algunas mi- 

crofibrillas de celulosa remanentes sobre el plasmalema de al8-u- 

nos protoplastos, por lo que era mas conveniente a3reGar celula- 

sa, con la cual no se observaban estas microfibrillas. 

Indudablemente que un exceso de enzimas provoca dafios

a los protoplastos, por lo que se tiene que buscar una concentra. 

ci6n mínima de enzimas que logre el aislwniento de una gran can- 

tidad de protoplastos. J>ara esto conviene describir el procedi— 

miento mas utilizado, con algunas diferenciasp dependiendo del

tejido y las necesidades de enzimas, como lo reportan Schaisko1s

kaya y col. ( 93) quienes solo usaron celulasa. 
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L,1 procedimiento para encontrar la concentraci0n Opti- 

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 plasmolítico adecuado - 

en presencia de pectinasa mantenida a una concentraci0n constan- 

te y la celulasa en cantidades variables y, despues de 3 a 4 ho- 

ras, se procede a observar al microscopio, relacionando la canti

dad de protoplastos morfologicamente intactos 93) y/ o el porcen

taje de protoplastos obtenidos, contra la concentraci0n de celu- 

lasa utilizada 1100); después de obtener la concentraci6n optima

de celulasa, se repite el procedimiento para obtener la concen— 

traci0n optima de pectinasa. lamada y col. ( 109) encontraron que

usando celulasa al 5 % Y pectinasa al 0. 1 en presencia de sor- 

bitol 0. 5 M obtenlan un rendimiento de 50 de protoplastos a - 

partir de una suspension de celulas de tabaco ( N. tabacum). 

Varios investigadores han utilizado otras sustancias - 

ademas de las enzimas en el medio de la solucion enzimatica. Ta- 

kebeg Aoki y Otsuki ( 98) usaron sulfato de dextrana y potasio, - 

el cual mejoro la separacion' celular. - íambíen se ha usado Polivi

nilpirrolidina ( 27). Las sustancias tales como el sulfato de dex

trana y potasio y la I>olivinilpirrolidina reducen el nivel de - 

las nueleasas de la preparacion enzimatical particularmente cuan

do esta no esta purificada. Uchimiya y murashige ( 100) agregaron

sulfato de dextrana y potasio a la soluci0n enzimática en dife— 

rentes concentracionesp pero no se ---logro un mejoramiento signifi

cativo en la produccion de protoplastos aislados de una suspen— 

sion celular de tabaco ( N. tabacum). Davey, Bush y power ( 31) Y



i,,artha y col. ( 56) utilizan sales minerales en medios de cultivo

con la soluci0n enzimatica. 

Debido a que las enzimas: PH del medio enzimaítico. 

tienen una actividad maxima a un pH especifico, todos los proce- 

sos regulados por enzimas son dependientes del pH de la solucion. 

Lo mismo sucede en el aislamiento de protoplastos por procedimien

tos enzimaticos. 

Se ha visto que durante el aislamiento de protoplastos

de haba ( Vicia faba), el PH de la soluciÓn enzimatica desciende

mas o menos una unidad ( 81) y la producci6n de protoplastos de— 

pendí6 del aislamiento enzimatico a un pH cercano a 7. 0. Schenk

e Hildebrandt ( 24) demostraron que la obtenci0n de protoplastos

de un pH menor de 5. 0 es reducida enormemente. ,,, lgunas veces pue

de ocurrir que al buscar el ph Optimo para el aislamiento de pro

toplastos se encuentren dos valores máximos ( 100) q esto posible- 

mente indica la presencia de 2 isoenzimas o diferentes requeri— 

mientos de pki de la preparaci0n de la celulasa y pectinasa. 

Procedimiento para encontrar el ph optimo: Se colocan

varias cajas ietri con el tejido que se esta utilizando., en las

cuales se encuentra el medio plasmolitico y las enzimas en la

concentracion adecuada y» si es necesario algun componente no

enzimático. Se hacen pruebas a diferentes pHs durante 3 o 4 ho— 

ras de incubaciOng se observan al laicroscopio y se relaciona el

pH con la producci6n de - Protoplastoá. 
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6.- Temperatura de incubacion de la solucion enzimati- 

ea: Al igual que los procesos regulados por enzimas son depen— 

dientes del PH, también son dependientes de la temperatura de in

cubaciOn, por lo que tiene que buscarse una temperatura adecuada

en la cual se obtenga la mayor cantidad de protoplastos sin que

estos so vean dalados. SchalskoIskaya y col. ( 93) encontraron - 

0

que a 32 C se lograban aislar un gran porcentaje de protoplas— 

tos de mesofilo de hoja de cebada ( LI. vulgare), al digerir el te

jido con celulasa Onozuka R- 10, ademas de obtenerse un mayor ren

dimiento,, la velocidad de maceraci0n fue mejorada notablemente. 

Uchimiya y Llurashige ( 100) al aislar protoplastos de una suspen- 

siin celular de tabaco no encontraron un efecto significativo en

tre la temperatura de incubacion y la pr,oducci n de protoplastos
0

y usaron una temperatura de 27 C. 

procedimiento usado para encontrar la tem-neratu-úa Opti

ma de incubaci0n.- Se hace variando la temDeratura con las varia- 

bles anteriores ya definidas. 

79- Tiempo de incubacion de la soluci0n enzimatica: El

0periodo de incubaci5n de la solucion enzimatica es el tiempo en

el cual la pared celular ha sido completamente digerida por el - 

medio de maceraci3n. Una prolongada estancia del medio de diges- 

ti0n con los protoplastos lo's puede daffar, al alterar la permea- 

bilidad del plasmalema y permitir la entrada de material tOxico

dentro del protoplasto., por lo quelés conveniente encontrar un

tiempo de digesti6n adecuado. 

Algunos investigadores han usado tiempos de maceraci6n
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largos, hasta de 16 horas ( 19, 34, 86), pero la mayoria usa un

tiempo de digesti0n corto de 3 a 5 horas ( GP10, 93P10OP109). 

Tichimiya y Murashige ( loo) observaron que despues de

3 horas de digesti3n, el porcentaje de protopilastos Droducidos - 

no aumentaba. Yamada y colo ( 109) encontraron que a 5 horas de

digesti0n se lograba producir hasta 50 % de rendimiento, el cual

no era mejorado con mas tiempo de digestion. 

rrocedimiento para encontrar el ti'empo de digestion: , 

Es el mismo para encontrar la temperaturag con las condiciones - 

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

ra y se observan al mieroscopiop buscandose el mejor rendimiento. 

e 8.- Purificaci0n de las suspensiones de protoplastos: 

durante el aislamiento de protoplastos, forman una suspension - 

junto con los restos. celulares9 la cual algunas veces es difIcil

de purificar. 

bxisten varias tecnicas de purificacion de protoplas— 

tos reportadas: 

i) Suspensi6n de protoplastos en sacarosa: Esta técnica fué

desarrollada por Pojnar y uocking ( 89Y la cual consiste en fil- 

trar los protopiastos a través de una gasa o bien a traves de - 

una malla metalica para eliminar restos celulares muy grandes; - 

el filtrado se deja reposar 5 minutos para permitir que los pro- 

toplastos queden flotando y los reztos celulares sedimenten. Se

transfiere una cantidad determinada de la suspensiÓn al fondo de

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

sa; despues de media hora los protoplastos se
encuentran flotan- 



39

do y se transfieren como una suspensi6n concentrada a otro tubo

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

les llama Odos veces lavadoso. Se hace otro lavado para diluir - 

las enzimas. 

Este metodo ha sido muy utilizado, con alSunas innova- 

ciones., por ejm. usar una soluci0n salína 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) 1,, ana¡ y Edwards ( 54) diseharon un metodo para purificar

suspensiones de protoplastos aislados de mesofilo de plantas de

metabolismo de C s, C Y ACido Crasulaceo. Este metodo consiste - 

en un sistema de
3

dos fases: Dextrana acuosa ( T 40) y Polieti len - 

glicol, quedando la suspensi0n de protoplastos en la interfase. 

íii) 1,urificacion con un Gradiente: Chupeau y morel ( 17) - 

utilizaron un gradiente de sacarosa/ sorbitol para la purifica--- 

ci6n de protoplastos aislados de tejido de tabaco no diferencia- 

do ( callo) con muy buenos resultados. 

iv) uregory y Cocking ( 43) disefiaron tres aparatos para el

aislamiento y purificacion en gran escala de protoplastos de fru

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

hasta con 2o frutos a la vez.. y la purificaci6n es por el metodo

de flotaci0n de protoplastos en sacarosa. 

v) Koblitz y Scheunert ( 58) loGraron idear un aparato que

sirve para purificar la suspensi0n de protoplastos y9 que permi- 

te mejoras significativas en cuanto -a la obtenci6n de material - 

estéril y a la vez permite la reduccion del tiempo de digesti6n

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

despues del tratamiento enzimatico. 

Una vez que se ha aislado y purificado la suspension - 

de protoplastos, es necesario saber la viabilidad de los mismos. 

Benbadis y Baumann ( 3) hicieron un estudio ultraestructural de - 

los organelos celulares en los protoplastos aislados, el cual no

revelo alteraciones solo un incremento en la actividad del Apara

to de Golgip posiblemente relacionado con la sintesis de la nue- 

va pared celular. 

Un procedimiento para medir la viabilidad de los proto

plastos., es el uso de colorantes vitales, los cuales reaccionan

y dan una coloraci0n caracteritica mra cada colorante cuando - 

las celulas 0 los protoplastos estan vivos, Otra manera de ver

la viabilidad de lbs protoplastos es observando el flujo cito--- 

plasmico ( 100) pero es mas 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 ( me- 

canicos y enzimaticos) de aislamiento de protoplastos., el proce- 

dimiento enzimatico es mucho menos tedioso y producen una mayor

cantidad de protoplastos viables que el, procedimiento mecanico. 

Es por esto que el Drocedimiento ep.zimatico de aislamiento de - 

protoplastos es mucho mas usado que el mecanico., ademas de su fa

cilidad de manejo. 

Se han aislado protoplastos por pro ced ¡miento s enzima- 
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ticos, en frutos ( 43, 89). semillas ( 91), raices ( 20, 82) q 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 obtenci0n de protoplas- 

tos se efectila usando la soluci0n enzimatica con mayor cantidad

de pectinasa que celulasa. El aislamiento de protoplastos de se- 

millas y raices se dificulta debido a la constituci6n de la pared

celular de estos tejidos que es mas compleja y mas gruesa ( 91, - 

82). En el caso del polen son celulas haploides relativamente di

ficiles de manejar y con problemas para esterilizarlas. Las ho— 

jas han sido muy utilizadas para el aislamiento enzimatico de - 

protoplastos, lo mism.o que las suspensiones celulares y callos

tejido no diferenciado). 

Las suspensiones celulares y callos presentan varias - 

ventajas sobre los tejidos anteriores. 

1) La cantidad de enzimas utilizadas es menor
4

2) Existen menos problemas de contaminacion

3) Presentan mayor facilidad de manejo

Sin embargo presentan algunas desventajas: 

1) En aleunas suspensiones celulares y callos no se han PO- 

dido aislar protoplastos 0 los rendimientos son muy bajos ( 35). 

2) La purificacion de la suspensíón de protoplastos se hace

difIcil debido a que los restos ceiulares y los protoplastos son

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

cilmente. Chupeau y J-Jorel ( 17) solucionaron este problema purifi
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cando la suspensi0n de protopl¿,:,tstos aislados de tejido de tabaco

no diferenciado ( callo) en un gradiente, de sacarosa/ sorbitol. 

3) Cuando se planea un estudio de fusion de protoplastos - 

debido a que el mejor material para fusi0n son los protoplas— 

tos con poca vacuolacion y considerabIe cantidad de citoplasma

35) -- los protoplastos resultantes de suspensiones celulares y

callos son altamente vacuolados, y por consiGuiente con poco ci- 

toplasmag es dificil lograr la fusi n de estos protoplastos. Es- 

te problema se puede resolver utilizando concentraciones bajas

de auxinas y concentraciones altas de citocininas en el medio de

cultivo, las cuales dan luLar a protoplastos altamente citoplas- 

micos y en 6stos se puede inducir la fusion con un ajente tal co

mo el nítrato de sodio ( 35). 
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CA:PITULO IV.- DESARROLLO DE LOS PROTOPLASTOS. 

Los protoplastos presentan características como la re

generaci&n de la pared celular.. division celular y regeneraci6n

de plantas completas en condiciones adecuadas ( 34, 38954971997). áé

Es claro que durante el aislamiento una parte de los

protoplastos son dahados, durante el cultivo, tambi4n alGunos - 

son afectados, pero presentan ventajas sobre el cultivo de célu

las. ¡, s1, 1,lagata y Takebe ( 73) obtuvieron una eficiencia de pla

f en celulas de empalizado de hoja de tabaco, mien— queo de 40 <jJ

tras que los- protoplastos aislados enzimaticamente del empaliza

do de hoja de tabaco dieron una eficiencia de plaqueo de 60 %. 

Condiciones apropiadas para el desarrollo de los

protoplastos- de Plantas Superiores. 

Indudablemente que el desarrollo de los protoplastos

tambien requiere condiciones apropiadas, entre estas,, las más - 

importantes son: 

1.- ?,. iedios de cultivo

2.- Condiciones de luz

3.- Temperatura de incubacion

4.- Velocidad de agitaci n de - las suspensiones

5.- Concentracion 6 densidad celular
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1.- 1,1edios de cultivo., LOS medios de cultivo son solu

ciones que contienen los requisitos minimos necesarios para man

tener o desarrollar algunas celulas. 

para el estudio de los medios de cultivos lo vamos a

subdividir en: 

i) Composici6n del medio de cultivo

ii) T4cnicas de cultivo

almente

i) Composición de! medio de cultivo: Fundament

los medios de cultivo de protoplastos se componen de: 

a) El medio plasmolíticO

b) Sales minerales

e) Componentes orgánicos

d) Hormonas vegetales

a) El medio píasmoliticO.- Ya se ha discutido la impor

tancia de un agente que reemplace la presion ejercida normalmen

te por la pared celular ( pag. 28). Generalmente el estabiliza— 

dor osm6tico es un azúcar 0 sales minerales9 algunas veces se - 

usan mezclas de azucares ( 102). Jallin y Eíriksson ( 102) usaron

una mezcla de sacarosap manitol y I.,lodopeg (
Polietilenglicol CO- 

mercial) con la cual obtuvieron una mayor cantidad de divisio— 

nes celulares. El medio plasmoliticO juega un papel muy imPOr-- 

tante en la reaeneracion de la pared celular ( inciso B del Cap. 

TV) & 

b) Sales minerales; Los requisitos de sales
minerales



de los protoplastos son los mismos que utilizan las- celulaso. ya
males desprovistas de la paque los protoplastos son celulas nor

red celular. Estos requisitos dependen de la especie y variedad

de la plantas del tejido y del grado de diferenciaci n. 
Un componente que I-aarece ser critico en el cultivo de

p.rotoplastos es el calcio ( 102). Este juega un papel muy impor- 

tante,, pues ya hemos visto como el plasmalema se encuentra car

gado electronejativamente ( pág. 23) y c6ino la presencia de ca— 

tionea divalentes como el calcio
inactivan las nucleasas-( G9) 

las cuales pueden romper el plasmalema. Kao y col. ( 55) encon— 

traron que hay una relaci0n entre la cantidad del calcio y la - 
cantidad de divisiones celulares. otro componente que se ha en- 

contrado que favorece -la division celular de protoplastos aisla

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

jus) es el amonio ( 84). 

e) Componentes organicos»* Entre los componentes orga- 

nicos mas importantes se encuentra la sacarosa, la cual juega

un papel muy importante en la regeneraci0n de la pared celular

659,66) y en la division celular ( 55, 102). 

poirier-Hamon, y C01. ( 84) encontraron que la adición

de un hidrolizado de caseina estimul6 la division celular, Esto

es debido a que en el hidrolizado de caseina se encuentran ami- 

noacidos y polipeptidos. 
otros investigadores han preferido

agregar aminoacidos y vitaminas, al medio de cultivo ( 17971, 73). 

d) Hormonas vegetales: Las hormonas son sustancias - 
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químicas que actuan a distancia y en peque:Eas concentraciones. 

El mecanismo de acción de las hormonas vegetales no se conoce - 

ampliamente. Los protoplastos han sido sistemas de estudio para

la elucidaci6n del mecanismo de estas. 

Entre las hormonas mas conocidas estan las Gibereli— 

nas., el etileno, el ACido Absicico, las auxinas y las citocini

nas. Las que nos interesan son las dos ultimas: Iris auxínas y - 

las citocininas. 

Las auxinas mas conocidas son: 

Acido Indolacetico

Acido ',,.Iaftalenacet ic 0

Acido 2, 4- Diclorofenoxiacdtico

Las citocininas mas conocidas son: 

6- Furfurilaminopurina

6- Bencilaminopurina

Benciladenina

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

1- etoxi- 9- etiladenina

IAA) 

1,TAA) 

2, 4- D) 

cinetina) 

6 - BAP) 

BA) 

zeatina) 

Y- 96) 

Las hormonas a una concentraci0n alta presentan efec- 

tos inhibitorios. Hall y Cocking ( 45) observaron que el IAA in- 

duce el crecimientop causando inflación en las células las cua- 

les a una concentracion muy alta de IAA se puede destruir. La

concentración maxima de IAA que se puede usar para el cultivo - 

de protoplastos aislados de coleoptilo de avena (
Avena sativa) 
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es del orden de 10 LIO

Kartha y col. ( 56) encontraron que la BA solag induce

la sintesis de clorofila en protoplastos aislados de Habo ( Bras

sica napus L. ev zephyr). La BA sola induce la. regeneraci6n de

plantas a partir de seamentos de tallo de nabo. Bríght y North- 

cote ( 8) observaron que la Zeatina aumenta la frecuencia de di- 

visi6n de - orotopiastos aislados de celulas de plátano. Shortp - 

Tepfer y posket ( 97) encontraron que la zeatina es timula la for

maci0n de poliribosomas aun en presencia de Actinomicina D. 

Se ha encontrado que el IllAt citocininas y etileno in1 - 

ducen la sintesis de ísoperoxidasasq las cuales tienen un papel

muy importante en la lignificaci6ng metabolismo de compuestos
0

aromaticosp oxidacion de auxinas y la producci5n de etileno

76). 

ii) Tecnicas de cultivo; Las tecnicas de cultivo de - 

protoplastos mas usadas son-. 

a) miedio liquido

b) I,.,,Iedio solido

c) T¿ cnica de las mierocamaras

d) Tecnica de cultivo nodriza

a) jJedio liquido: Esta tecnica consiste en colocar g2

tas de suspensiones de protoplastos en cajas Pe,tri., donde el me

dio de cultivo est& en medio liquido ( 55). Esta técnica provee

un mejor intercambio gaseoso y la difusion de los compuestos ex

cretados y., lo mas importante es que facilita la renovaci0n del
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b) jledio solido: En esta tecnica7 los protoplastos se

colocan en placas de agar ( 73). El cultivo en medio solido ha - 

sido ampliamente usado y el plaqueo en arjar es superior para ~ 

protoplastos. Davey y Short ( 30), observan que el medio de cul- 

tivo sOlido estimula la regeneraci6n mas completa de la -pared - 

celular que el medio de cultivo liquido en protoplastos aisla— 

dos de hojas de legumbres. 

c) Tecnica de las mierocamaras: Esta tecnica ha sido

desarrollada por Vasil y Vasil ( 101), en la cual se usan cajas

Petri muy pequehas de un volumen de 0, 03 ml., Esta tecnica tie- 

ne la ventaja que jos. protoplastos pueden ser observados contl- 

nuamente. Esta técnica ha sido usada tambien por Bajaj ( 4) en - 

estudios de aislamiento de protoplastos de polen. 

d) Tecnica de cultivo nodriza: L4, sta tecnica desarro— 

llada por Sharp y Raskin ( 94)' consiste e . n introducir un pedazo

de callo ( tejido no diferenciado) en la caja Petri con ajar en

la que se coloca la suspensi0n de protoplastos. A densidades ce

lulares bajasp los protoplastos no producen cantidades suficien

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

proporciona alguna sustancia necesaria para la division celular. 

Es muy conveniente que se - renueven los medios do cul- 

tivo tan pronto como se hayan formado las colonias9 para elimi- 

nar las sustancias excretadas por los prot¿plastos que podrian
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ser tOxicas. 

2.- Condiciones de luz: Nagata y Takebe ( 73) encontra

ron que la formaci0n de colonias de protoplastos dependiO de la
intensidad de luz. A 400 lux encontraron una eficiencia de pla- 

queo maxima. Davey y col. ( 32) usaron J() 0 lux para la reGenera- 

ci n de plantas a partir de protoplastos aislados de mesofilo - 

de nabo y despues de 15 días cambiaron el medio semanalm nte - 

junto con un aumento de 5 000 lux en la intensidad de luz. Cons

tabel y col. ( 26) encontraron que la sobrevivencia de proto---- 

plastos aislados de mesofilo de hoja de papa ( Solanum. ni

dependiO del hecho de mantener el naterial en la oscuridad. 30 - 

horas antes de usarse para el aislamiento. 1.,Tackenzie y col.( 61) 

consiguiO menos divisiones cuando coloco los protoplastos. aisla

dos de 1,,,sparragos ( Asparagus officinalis) en luz, que cuando

los puso en la oscuridad; y mas tarde cuando se dediferencian

los coloca en condiciones con luz. 

indudablemente que - las condiciones de luz estan rela- 

cionadas con la actividad fotosintetica de los tejidos de los

cuales se aislan los protoplastos, 
Los organelos que son respon

sables en primera instancia de la actividad fotosintetica son - 

los cloroplastOs. 

LOS cloroplastOs son afectados por -la plasmolisis du

rante el aislamiento ( 30-, Las observaciones ultraestructurales

muestran una lenta degradaci6n de algunos cioroplastOs durante
el cultivo de los protoplastoso la cual, te observa como una

liberacion de los tilacoides. Se ha visto una amplia
variedad - 



5 0

de comportamientos de los cloroplastos durante el cultivo de - 

los Drotoplastos; en tabaco,, aljunos eloroplastos se dedifereri- 

clan, mientras que' en otras variedades permanecen verdes y au— 

mentan de tamaho ( Disc. II parte Colloq. Inter. C. N. R. S. 212l. 

1973). Takebe menciona que en el cultivo los cloroplastos lle— 

gan a e3tar menos diferenciados y, cabe la posibilidad de que - 

el numero de eloroplastos total aumente' durante el cultivo, in- 

clusive ya se ha demostrado la divisi6n de eloroplastos Por mi- 

croscopía Electr6nica ( 98). 

E,xisten diferencias en los trabajos reportados en re- 

lacion a las condiciones de luz para el desarrollo de los proto

plastos, por lo tanto es conveniente probar intensidades de luz

variables 6 fotoperiodot luz constante y oscuridad para detemi

nar las condiciones de luz en que se desarrollan mejor. . 

3*- Temperatura de incubaci6n: 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 - 
0 ; "

y

usado varia entre 25 y 32 C. Kartha y colo ( 56). Vasil y Vasíl

101) usan temperaturas de 26
0

C para nabo y tabaco respectiva - 
0

mente,, mibntras que uchimiya y J. Jurashige ( 100) usan 27 C para

cultivar protopiastos aislados díe suspensiones celulares de ta- 
baco ( llicotiana tabacum) 

4.- Velocidad de agitacion de las suspensiones de pro

toplastos: Los cultivos en medio liquido de suspensiones de pro



toplastos se agitan para facilitar el
intercambio gaseoso. 110

está claro si el oxigeno llega a ser un factor importante duran

te el cultivo 6 si las sustancias que son liberadas durante la
agitacion puedan ser t6xicas y afecten el crecimiento. La agita

cion se hace dificil debido a la fragilidad de los protoplastoso

Por lo que es recomendable que la agitacion sea lenta. 

5.- Concentracion o densidad celular: Se ha encontra- 

do que uno de los factores criticos de la division celular es - 

la concentraci6n de la suspension de protoplastos ( 99). Brett

y Ijortheote ( 7) q proponen que cuando las concentraciones celula

res no son adecuadast los protoplastos no sintetizan suficiente

citocinina endogena para iniciar divisiones celulares de los - 

protoplastos que han logrado regenerar la pared celular. 

Takebe y I-Tagata ( 99) recomiendan usar densidades del

orden de 10
4

a lo
5

pps./ mi. pps- protoplastos) al cultivar - 

protoplastos aislados de mesofilo de tabaco en medio liquido, y

de lo
3

a 10
4

pps/ mi, cuando se usa medio solido. Ademas encon— 

traron que los protoplastos haploides de mesofilo de tabaco no
4

logran dividirse en densidades menores de 10 PPs/ MI* 

B).- Regeneraci6n de la pared celular

j,os protoplastos tienen . la caracteristica de resinte- 

tizar la pared celular en condiciones
apropiadas. Distas condi— 

ciones ya fueron descritas en el inciso A de este Capitule. 
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Las primeras observaciones de la regeneraci0n de la - 

pared celular fueron hechas por Townsend ( 24) quien observ3 que

al plasmolizar una célulap el protoplasto se retrae y regenera

una nueva pared celular cuando se cultiva en sacarosa al 20 ¡,S., 

tambi6n observo que durante la plasmolisis el protoplasto se se

paraba en dos mitadesp una nueleada y la otra anueleada. De - 

aqui, el demostr6 que solamente los subprotoplastos nueleados

regeneran la pared celular. Las condiciones necesarias para la

regeneración de* la pared celular fueron sacarosa e iluminaci6n. 

Despues Binding ( 24) demostro que solamente los protoplastos - 

aislados de musgos que regeneraban pared celularg
germinaban a

protonema ( el protonema es una especie de apOndice que sirve p,1

ra la reproduccion sexual) q y esto indicaría que en las plantas

superiores deberían primero regenerar la pared celulary para - 

luego dividirse y regenerar plantas completas. 

Para seguir el curso de la regeneración de la pared - 

celular se ha usado Mieroscopia Electrónica debido a que las fi

brillas de celulosa remanentes no son visibles usando los méto- 

dos de 1,,Iicroscopla optica, ni campo brillantep contraste de fa- 

se,, 6 interferencia de Ijormanski y tampoco fluorescen adecuada

mente con Calcofluor'( fluoresce específicamente. con la celulo- 

sa). En cambio son detectados facilmente

1

por estudios de RéPli- 

ca de superficie y Grabado en
congelado ( 104)* 

El primer sistema donde se estableció la regeneración

de la pared celular por metodos de ilierobcopla Electrónica fue- 
ron protoplastos aislados del loculo de fruto de tomate por POI
narg Willison y Cocking ( 85) en 1967. Ellos observaron que la
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regeneraci6n de la pared celular es muy lenta cuando los proto- 

plastos ce cultivan en sacarosa solap pero cuando se usa un me- 

dio de cultivo adecuado, las primeras etapas de la regeneracion

de la pared celular aparecen despues de 24 horas. 

El proceso de regeneraci6n de pared puede no ocurrir

uniformemente sobre el plasmalema y no todos los protoplastos - 

desarrollan una nueva pared. La reGeneraci6n de la pared celu— 

lar es afectada por la concentraci6n y naturaleza de la fuente

de carb6n ( 55), y parece que el uso de una mezcla de azucares - 

incluyendo pentosas, tiende a Droducir un mayor porcentaje de

protoplastos con la pared celular regenerada—(102). En el caso

de protoplastos aislados de Convolvulus ( Convolvulus arvensis) 

la regeneraci6n de la pared fue afectada muy poco por la presen

cia de hormonas, vitaminas 0 sales, pero. si fue afectada por la

fuente de carb6n ( 91). 

Se distinguen varias fases de la regeneraci0n de la

pared celular, que son: 

l).- Traslado de las enzinas que sintetizan la pared celu- 
P

lar hacia el plasmalema. 

2),- SJ' ntesis de polisacaridos

3).- Ensamble de los polisacaridos

4).- Lignificacion.,- 

inmediatamente despues del -aislamiento de los proto— 

plastos hay una fase en la cual se observa un aumento del Retí- 

culo Endoplasmico, polisomas asociados y el AParato de Golgi, 

Northeote ( 76) propone un flujo de material que va del Reticulo
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Endoplasmico a las vesiculas., de aquí el Apar,ato. de Golgip a - 

las vesiculas de Golgí y finalmente al plasmalema. 

Short y 1, 1,aclachlan ( 96) encontraron en epicotilos de

chicharo ( Pisum sativum) en crecimientog que las actividades de

la celulosa- sintetasa estan relacionadas principalmente con el

Aparato de GOlgiq después de un tratamiento con IAA, estas acti

vidades se relacionan con el Aparato de Gol9i y una fracci6n ri

ca en vesiculas de Retículo Endoplasmico. Brett y 1.-Torthcote ( 7) 

proponen que las celulosa- sintetasas son exportadas vía Aparato

de Gol3i y las mierofibrillas de celulosa son sintetizadas en - 

el plasmalema,, más que en el Aparato de Golgío risto ha sido de- 

mostrado por los estudios " in vivo,, ( 96). 

La sintesis de celulosa es catalizada por enzimas un¡ 

das a la membranag las cuales usan UDP -glucan y GDP -glucan como

sustrato, es posible que esten implicados intermediarios glico- 

lípidos y glicoproteinas en la sintesis de celulosa y otros po- 

lisacaridos de plantas ( 8). 

hanice y jjortheote ( 96) hacen notar que la pared que - 

y

se forma alrededor de los protoplastos de plantas en las prime- 

ras etapas tienen una estructura anomala.. que puede ser debida

a la carencia de pectinas. La ultima fase de la reCeneraci6n es

precisamente la lignificaciona

La lignificaci6n es, un proceso de polimerizaci0n de

los radicales libres formados por la deshidrogenaci6n enzimati- 

ea de alcoholesp tales como el cumarilog coniferilo y sinapilo

76). 

Las principales diferencias entre la pared resinteti- 
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zada y la antigua es la densidad de material. fibrilar y la pre- 

sencia 6 ausencia de la laminilla central resultan -te de la cito

cinesía ( 13). 

En todos los casos en los que se llevo a cabo la rege

neraci6n de plantas completas, la regeneraci0n de la pared celu

lar fué una etapa previa a la divisi6n celular ( 39, 55, 73). La

regeneraci0n de la pared celular es una respuesta natural de - 

los protoplastos viables. 

C).- Divisi6n celular

iZ1 otro aspecto caracteristico de los protoplastos, 

es que se comportan como suspensiones célulares despues de reg2

nerar la pared celular y se dividen formando colonias y callos, 

que en condiciones apropiadas pueden regenerar plantas comple— 

tas, 

nl primer reporte de divisi0n celular en protoplastos

fué hecho por Eriksson y jonasson ( 24) quienes observaron la ea

riocinesis de protoplastos de Ilaplopapus líracilis, unas plantas

de la familia de las Compuestas. En 1971 Nacata y Takebe ( 73) - 

observaron la divísi6n celular de protoplastos aislados de meso

filo de tabaco, 

Existe la posibilidad de que los protoplastos puedan

sufrir mitosis sin citocines1s ( 90) y, tambien es nosible que - 

una vez que la regeneraci0n de la pared ha sido iniciada,, las

relaciones temporales de mitosis y citocinesis puedan llegar a
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estar mas cercanas hasta que la situaci0n es similar a la encon

trada normalmente en las celulas en cultivo ( 24). Prearson, Po - 

vier 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 divisi6n nuclear dando luGar a proto

plastos binueleados y despues siJuiendo la regeneraci0n de la

pared celular, se produce mitosis y citocinesis, 

Ilgurias veces se observan celulas binueleadas en cul- 

tivo y esto puede ser producto de una inhibici0n de la citocine

sis. Se ha podido inducir experimentalmente la presencia de ce- 

lulas bi-, tri- y tetra-nueleadas con cafeína ( 24). 

Entre las condiciones ma.s importantes para la divi--- 

si5n nuclear a
bi5

0 , la ms importante es la densidad celular. Tam en

se ha vinto que una mezcla apropiada de azucares puede estimu— 

lar la divisi n celular. Entre las hormonas, la zeati.na aumenta

la frecuencia de divisiones de protoplastos aislados de células

de platano ( 8) o . '- - 

I

D).- Desarrollo de los protoplastos

El subsecuente paso después de lograr la division ce

lular es sostenerla y loarar la formaci6n de colonias para la - 

regeneraci6n de plantas completas._ 

Entre las condiciones necesarias para lop:rar el desa- 

rrollo del tejido estan el cambio de medio de cultivo por uno

fresco en cuanto se formen colonias optícamente visibles y se— 
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guirlo cambiando frecuentemente* Cuando ya se han formado callo

sidades grandes, se puede inducir vastagos 6 raices, cambiando

las hormonas o la concentracion de hormonas ( 73). Los requeri— 

mientos de hormonas para cada planta o especie, son diferentes

aun entre la misma variedad. Por ejm. Diagata y Takebe ( 73) obtu

vieron mejores resultados usando liAA y 6 - BAP., mientras que Bu¡ 

Dang Ha y col. ( 11) obtuvieron vastagosúsando NAA y BA9 y para

la inducci6n de raices usaron IAA y zeatina. Tambien en este ca

so una condici6n necesaria es la densidad celular. 

Despues de que se han inducido vastagos y raices en

las colonias formadas y que se llega a una plantula con un tama

lo adecuado, se procede a sembrarla en el suelo. 

un tiempo prolongado de incubaci6n de las colonias, 

puede provocar la regeneracion de plantas con números, cromosoma

les anormales ( 73). 

Gamborg y col. ( 39) han logrado regenerar plantas com

pletas por embriog6nesis de los protoplastos, lo mismo han he— 

cho Doriong Chupeau y Burgin ( 34). 

0
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CAPITULO V-- UTILIZACION DE LOS PROTOPIASTOS- 

El trabajo de cultivo de protoplastos ha ampliado

una manera ¡ limitada el futuro para el mejoramiento de plantas

2). Los protoplastos han sido usados por Pisiologos ( 51, 55, 89), 

Vir6logos ( 57, 79, 111), Bí6logos moleculares ( 50, 90) Genetistas y

1,lorfogenetistas ( 23, 50, 64, 73). En la Agricult , ura, para la regeno

raci6n de Diantas a partir de hibridos domaticos de protoplastOS' 

fundidos de plantas sexualmente incompatibles 6 relacionadas de

una manera muy lejana. La introduccion de bacterias fijadoras de

Nitrogeno y alCas azul -verdes de plantas no -leguminosas; la in— 

duccioñ de resistencia a enfermedades en la siembra por incorpo- 

racion selectiva de Cenomas en el protoplasto; la inducei6n y fá

cíl deteccion de mutaciones en protoplastos haploides., el tras- 

plante de cloroplastos 1, extralos', en plantas con sistemas foto— 

sinteticos inefectivos; la introducci6n de un genoma completo

parte de este por transgenosisp los cuales pueden desplazar en

parte las practicas: convencionales usadas para el mejoramiento

de plantas. - 

La , rígida pared celular de las plantas presenta difi— 

cultades para el aislamieento de DNA. La mayoría de los metodos - 

de aislaraiento de DNA incluyen la extraccion de p . roteinas con fe
nol 0 cloroformo -alcohol

isoamilicO., los cuales daflan al DIJA. 

Ohyama, Gq.mborg y T, jiller ( 77) aislaron protoplastos Y lisaron la

membrana con SDS ( Dodecilsulfato de sodio); despues de un trata- 

miento con pronasa para eliminar proteinas, 
aCregaron ribonuelea



sa para purificar el DNA del IIINAr obteniendo DNA de un alto gra- 

do de mreza- 

En la investigaci6n de la actividad fotosintetica, Hi- 

shimura y col. ( 74) encontraron mayores ventajas si usaban proto

plastos en lugar de cioroplastos aislados y.. de esta Lianera han

podido elucidar el mecanismo bioquímico de la fotorespiracion a

nivel celular ( 75). Encontraron tambien que los pro-bplastos son

fotosinteticamente estables durante nueve horas despues del ais- 

lamiento ( 75). 

1 ntre los fenomenós mas importantes de la utilizacion

de los protoplastos encontramos: 

A).- Fusion de protoplastos

B).- Absorcion de particulas

A).- Fusi(5n de protoplastos

La fusion de proto lastos implica la combinaci0n de el
1

toplasma 6 nucleo o anbos, de protoplastos vecinos. La fusion - 

Duede lorj-rarse espontaneamente o por induccion con algUn agente

quimico, fisico o biologico. 

1.- pusión espontanea: La fusi6n esnontanea quiere de- 

cir la fusion de protoplastos que realmente nunca estuvieron, se- 

parados completamente uno del otroy la situaci6n resulta debido

a que los protoplastos pueden ser aislados cuando estos están un,¡ 

dos por conexiones plasmodesmaticas (
plasmodesmos), Estas cone- 
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xiones pueden ex-panderse permitiendo la mezcla de los citoplas— 

mas y or,-anelos de los protoplastos fundidos espontaneamente. 

Cooking ( 23) fue el primero, en observar la fusión es— 

pontanea y, observ6 que para tener fusiSn espontanea es necesa— 

rio: 

i) Tilantener en contacto a los protoplastos adyacentes vía - 

plasmodesmata durante el aislamiento ( 106). 

ii) El aislamiento de los protoplastos tiene que ser por el

procedimiento enzimatico de una sola etapa. 

7ithers ( 106) al estudiar la fusión espontanea por MU- 

croscopia Electronica aduce que las evidencias son concluyentes

al mantenerse los protoplastos en contacto en algunos puntos» ¡ p

plicando exjansiones plasmode smaticas. jidemás observo que el mí- 

nimo movimiento causa un rompimiento de los plasmodesmos.- Bour-- 

gin.. chupeau y 1,norel ( 6) encontraron que el calcio en concentra- 

2

ciones mayores de 2910 x 10 LI inhiben la fusi0n espontanea. - 

Los protoplastos fundidos espontaneamente son utiles para eluci- 

dar interacciones nucleares ( 24). 

2.- pusi0n inducida: La fusi0n inducida es la que se - 

lo[,^-ra por presencia 6 influencia de algUn agente quimico,, fisico

o bioloEico. La fusion inducida se ha loGrado obtener de varias

maneras, algunas de estas son: 
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í) Aplicaci0n de presi0n mecanica a traves de micromanipula

ciones ( 27). 

ii) Succi6n de protoplastos contra una rejilla con micropipc

tas ( 27). 

iii) Exposici0n de los protoplastos a altas concentraciones - 

de IjaITC) y despues presionar con un cubreobjetos ( 23). 
3

iv) Centrifueaci6n e incubaci0n con Concavalina ( 104). 

v) ACGlutinacion con antisuero

vi) AGlutinaci3n con Polietile4Glicol ( 27). 

La primera vez que se loCro inducir la fusi0n de proto

plastos fue en 1971 por CockinG ( 2-,,) al colocar NaNO en el me - 

3
dio de cultivo de los protoplastos. Grout, Willison y Cockinj - 

44) vieron que el efecto inicial del Haliu es llevar a cabo una

reduccion de la electronegatividad en la superficie elÓctrica - 

del protoplasto, reduciendo interaccíones repulsivas. Esto se ob, 

serva al ver que hay una concentraci0n salina 6ptima, despues de

la cual se observa un efecto opuesto. 

l l otro . agente inductor mas ¡ m-nortante es el Polieti— 

lenGlícol9 el cual induce una alta frecuencia de aglutinacion,, - 

provocando también la adhesi6n de los protoplastos a suPerficies

de vidrio y plástico. -'ja solucion de polietilengligol con un pe- 

so molecular de 6 () 00 y CaCl . 2H 0 a PH de 5. 5. El tratamiento

2 2

dura alrededor de 30 minutos y para evitar la adhesí0n de los - 

protoplastos a las cajas Petri se le agreea papaina ( 27). 

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

la glutinacion provocada por el polietilenglicol puede implicar
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la atracci0n de protoplastos por fuerzas electrostaticas, El po- 

lietilenclicol es lijeramente polar y la super'fic'ie del plasma - 

lema enhibe preferentemente careas negativas. Parece ser que los

iones calcio establecen puentes entre las noleculas de polieti— 

lenElicol y los protoplastos aislados y de esta manera se, efec-- 

tua la arlutinación. Además el polietilenglicol provoca la aglu- 

tinaci6n de protoplastos con las superficies de plastico y vi— 

drio debido a que ¿ stas, en medio liZerariente acido., están carga

das nejativamente. Constabel y 1', ao ( 27) lozraron aumentar la fu- 

si0n al ag-reear lisosima, la cual aparentemente ataca a las El¡- 

coproteinas del plasmalema. La lisosima tambien inhibe la rapida

reb-eneraci0n de la pared celular, dando tiempo a una mejor fu--- 

sion. 

La inducci&n para la fusi6n de protoplastos se ha usa- 

do para la obtenci6n de hibridos somaticos. Por ejemplo, ± Iozílíe y

col. ( 36) lorrraron la fusion intergenerica de protoplastos aisla

dos de hojuelas de chicharo y de subcultivos de haba al mezclar- 

los en una soluci6n de 1: 1 en presencia de polietilenElicol. Des

pues de tredhoras se observ6 la presencia de una gran cantidad
1

de heterocariotes, Carlson ( 17, 18) logr6 la producci6n de un hl- 

brido interespeelfico de dos variedades de l icotiana: Nicotiana

glauca y nicotiana lan(- ssdorfii, al fundir los protoplastos obte- 

nidos de ambas variedades. 

uando la fusi5n de protoplastos es los,rada entre pro - 0

toplastos de la misma especie, la fusi0n es intraespecífica ( 87) 

y, al ocurrir la fui:ion nuclear se produce un homocariote, Cuan- 

do la fusi0n es entre protDplastos de diferente especie, es una
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Lusi0n interespecifica y, se produce un heterocariote en el caso

de producirse la fusion nuclear. Tambien existe la fusion inter- 

Cenerica ( 36). 

Cabe hacer notar que los protoplastos fundidos son ca- 

paces de reGenerar la pared celular, dividirse y aun reGenerar - 

Plantas completas ( 11). De aquí la importancia para la ACricultu

ra y la Gen4tica. . 

B).- Absorcion de particulas

La ausencia de la pared celular de los protoplastos - 

permite la entrada de particulas extraflas dentro del protoplas-- 

to. Como ya hemos visto, la pared celular contiene varias enzi— 

mas ( paj. 2l),, las cuales pudieran degradar macromoleculas'( DNA,' 

RNA) u organelos ( cioroplastos) que se deseen introducir. 

Las primeras observaciones sobre la absorci0n de partí

culas extrafías en los protoplastos fue hecha por el equipo de Vi

rOlogos japoneses encabezados por Talrebe, quienes en 1969 ( 2) lo ' 

graron infectar protoplastos aislados de mesofilo de tabaco con

RNA aislado del Virus del Mosaico del tabaco ( T1,1V). Poco despudso

Cocking ( 21) logr6 infectar protoplastos aislados de fruto de to

mate con Virus del Mosaico del tabaco. Desde entonces se han he- 

cho grandes avances en este campo ( 111), convirtiendose los pro- 

toplastos en un sistema para el estudio de Virus. — 

Es interesante la ínvestiGaci0n hecha por Ledoux y - 

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

po, son los lo.rrados por Hess y col. ( 49) quienes loC:raron ais— 

lar Diji de una va,riedad de Petunia de flores rojas e introducir- 

lo en protoplastos aislados de plantas de Petunia de flores blan

cas, modifícando el color de las flores a rosa. 

Carlson ( 14, 15) aisl6 cloroplastos de hoja de tabaco y

loGro introducirlos en protoplastos aislados de una planta de ta

baco albinat los protopiastos
rereneraron la pared celular, divi

dieron y rejeneraron una planta
ciorofilíana. Los cloroplastOs - 

absorbidos funcionan normalmente y se demuestra que son capaces

de utilizar la informaci6n proveniente del núcleo de los proto— 

plastos huespedes. 

otro de los aspectos my importantes es el de la infec- 

ci n viral. Los protoplastos presentan dos - randes ventajas de - 

la. infecci n viral de plantas: 

i) Los protoplastos rueden ser infectados sincronicamente - 

con el virus. 

ii) Se lojra obtener una alta proporcion de protoplastos in- 

fectados. 

Los protoplastos pueden ser un sistema de estudio para

el mecanismo de infeccion; se pueden identificar proteinas ( 79) 

y otros coinpuestos de inter¿s bioquímico ( 57) en las primeras - 

etapas de la infecci6n. ' Este metodo es más adecuado que el de ho

jas inoculadas ( 29), 

Cada virus y tipo de protoplastos pueden requerir un

tratamiento especial de aislamiento. Para determinar el proceso
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de infecci6n es necesario estudiar las condiciones de aislamien- 

to y cultivo de protoplastos- lle' hojas inoculadas con el virus, - 

después se aislan pro -b plastos sanos y se infectan en. las condi- 

ciones obtenidas ( 29). 

otoyoshi y col. ( 67) demostraron que la infecci5n con

Virus del 1,', osaico del tabaco ( Ti,' V) es mas alta en protoplastos - 

que en la planta de tabaco y adem&s es mas rapida. Proponen un - 

mecanismo de infecci0n ( 70): 

i) II. jodificaci0n de la carga del virus, posiblemente a un va

lor neto positivo con adici0n de particulas virales y un

policati6n ( poliornitina o polilisina). 

ii) Producci6n de areas danadas en la superficie del plasma - 

lema por resuspension o daffos en el plasmalema. 

iii) Absorci&n de los agregados virus- policati6n en el plasma

lema, ya en areas dafiadas como propone Burgess y col. - 

12) 0 a traves del plasmalema de alguna manera mas per- 

meable por la presencia de discontinuidades locales, 

J.Jotoyoshi y Hull ( 68) encontraron que no siempre es ne

cesario la presencia de un policati0n para lograr la infecci6n - 

con un virusy solamente cuando el virus tiene un Dunto isoelec— 

triep negativo. otros virus como el Virus de la Enanez del Chi,"- 

charo ( 68) y una variante del Virus del idosaico del Bromo no ne- 

cesitan de un policati0n para la infecci6n. 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 6 por un proceso analogo al de transporte activo - 
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120), sin embarGog los resultados de T, otoyoshis I!Yatts y Bancroft1. 1

70) con dextrana DEATI, la cual promueve la pinocitosis en celu- 

las animalesp sugieren la entrada del ' Virus del Taosaico ClorOti- 

co de la Vid por una absorcíón fisica pasiva mas que por un

transporte activo. 

Sarkar.t Tipadhya y melchers ( 92) proponen que la polior

nitina se combina con el virus y lo proteje del ataque de ribonu

eleasas a pH acido, al comparar la eficiencia de infecci0n al - 

utilizar pil de 9. 0 y altas concentraciones salinas con el Virus

X de la Papa, y la eficiencia de infeccion de usar poliornitina

en un pH acido. La eficiencia de ínfeccion es la misma. A PH de

9. 0 las ribonucleasas son inactivadas y las concentraciones sal¡ 

nas son para disminuir la electroneGatividad del plasmalema. 

Así hemos visto la aplicacion que tienen los protoplas

tos en varias raras de la investiGacion., 

in
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CAPITULO VI-- PARTE EXPERIMENTAL

En 1974y Galindo y belalcázar ( 38) encontraron que una

enfermedad que dafiaba en ocasiones hasta el 100 % de la produc— 

ci0n de tomate ( Lycopersicon esculentum) en los estados de rJéxi- 

co y jjorelos, era producida por un virus. Este, causa la enferme

dad que los Agricultores conocen como liplanta Macho". 

Debido a que este virus no ha sido caracterizadov se - 

ha iniciado una investigacion sobre el mismo ( 52) y el primer pl

so en la investigacion fué encontrar un sistema de celulas para

el estudio del virus. Varios investigadores ( 679111) han reporta

do que los protoplastos presentan grandes ventajas para el estu- 

dio de virus de plantas, por lo que se efectu6 una revision bi— 

blioGrafica con el fin de encontrar el procedimiento mas apropia

do para el aislamiento y cultivo de protoplastOS. 

Se estudiaron en el laboratorio algunos . de los parame- 

tros mas importantes para el -aislamiento y cultivo de protoplas- 

tos de hoja y fruto de tomate (
Lycop2r2lcon esculentum) con el

objeto de saber cual de estas dos partes de la planta de tomate
resulta la fuente mas apropiada para la obtencion de protopla0­ 

tos viables. Despues de hacer un analisis de los resultados se

propone un procedimiento que
produce protoplastos en buen estado

fisiol6gico y con buen rendimiento. 
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A) Aislamiento de protoplastos

l,- SelecciJn del material: Para el aislamiento de pro

toplastos de hoja se usaron plantas de tomate ( Lycopersicon escu

lentum, var, homestead 249 PROIT.,kSE) de 3 a 12 semanas de edad, - 

crecidas en el laboratorio. Las hojas utilízadas fueron hojas - 

grandes bien desarrolladas y de posici n intermedia en la -olanta. 

Se les quit la cuticula inferior ( fiG. 1 ) con unas pinzas de - 

disecciJn, con el fin de facilitar la acci0n de las enzimas so— 

bre las paredes de las celulas. 

En el aislamiento de protoplastos a partir de frutos - 

se utilizaron las mismas plantas y en las mismas condiciones de

crecimiento. se tomaron frutos inmaduros de aproxiriadamen e tres

centimetros de diánetro, los cuáies fueron pelados con un bistu- 

ri y se cortaron en rebanadas del,-adas para colocarse en el me— 

dio enzimatico. 

11

2.- LzIsterilización del material: La esterilizaci6n del

material se hizo primero tratando el tejido con alcohol al 70

durante 30 segundos para eliminar Erasas del tejido. Se enjuac,,o

el material con a,,-ua destilada esteril y se esterilizo durante

15 minutos en una soluci0n de Hipoclorito de calcio al 0, 8 %, 

que contenia además deterGente Extran liquido ( Lierck) al 1. 0

E LliladaZnseGuida, se enjuaC;a, el material tres veces con afrua des' 

estéril. 
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3.- Selecci6n de los alrentes estabilizantes: Se utili- 

zO Míanitol ( 1, lerck y Sigma). El procedimiento utilizado para de— 

terminar la concentraci6n optima del medio plasmolítico es el 3í

Cuiente ; 

be pesan los pedazos de los tejidos que se van a utili

zar y se incuban en varias cajas Petri, cada una con diferente - 

concentraci n del medio plasmolitico, durante 1 6 2 horas, Se sa

can los pedazos del tejido del medio plasmoliticoy se seca el ex

ceso de liquido con papel filtro y se pesan. EnseGuida se hace - 

una comDraci n entre el porcentaje de ganancia o perdida de peso

contra la concentracion del medio plasmolíticO ( Graficas 1 y 2). 

4.- Enzimas y componentes del medio enzimatico: Para - 

el aislamiento de protoplastos de hoja se utilizaron celulasa - 

Onozuka R- 10 ( yink yakult Co.) ( paS. 32) al 1. 0 <í.i y pectinasa Lla

cerocima R- 10 ( Kink Yakult Co.)( Pa,-,. 33) al 0. 5 . 5,, mientras que

para obtener protoplastos de fruto se utilizaron tambi4n celula- 

sa Onozulca R- 10 al 1. 0 í^'o' y pectinasa Míacerocima r -,-l0 al 0. 1 ?jo'* 

Se utilizo tambien Sulfato de Dextrana y potasio ( 1. 71ei- 

to Sangyo Co.) al 0. 03 % con el objeto de aumentar el rendimien- 

to, El Sulfato de Dextrana y potasio se sabe que es un inhibidor

de las nucleasas ( 27) 9 las cuales pueden dafiar a los protoplas-- 

tos. 

Debido a que se tenlan problemas de contarainaci3n se - 

usaron antibi6ticos en el medio enzimatico. Los antibioticos usa

dos fueron: Penicilina G- SOdica ( Lakeside) de 5 000 000 U - P

1

eriana y T80 pE/ mi para controlar la contaminaci0n bact

Squibb) de 2 4uu 000 U., 50 MG/ ml para controlar el
crecimiento
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