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Introduccion

El término protoplastos se refiere a componentes vivos de las células
vegetales que estdn rodeados s6lo. por la membrana plasmadtica; en reali-
dad, constituyen células desnudas de una planta. Muchos protoplastos
pueden resintetizar la pared celular, dividirse, formar colonias ¢ incluso
regenerar plantas. La capacidad para producir un organismo altamente
diferenciado, a partir de una sola célula somadtica, es una caracteristica
unica de los protoplastos de las plantas superiores.

Debido a la ausencia de la pared celular, los protoplastos son adecuados
para diversas y diferentes mampulacmnes genéticas que no serfan posibles
con plantas o células intactas (véase Capitulo 34). Los protoplastos sirven
ademds como herramientas experlmentales unicas para muchas investiga-
ciones fisioldgicas, biofisicas y bioquimicas.

El primer aislamiento de protoplastos vivos fue el descrito por Klercker
(1892), quien tuvo éxito al aislar protoplastos de cebolla usando métodos
mecénicos. El primer aislamiento por métodos enziméticos se hizo en
células de levadura, utilizando jugo géstrico del caracol Helix pomatia
(Giaja, 1919); aunque en ese momento no se conocia el mecanismo de
degradacién enzimatica de la pared celular, las observaciones de este
trabajo fueron muy importantes ya que el método permitié aislar altas
cantidades de protoplastos.

Cocking (1960) fue quien utiliz6é por primera vez degradantes de pared
celular para aislar protoplastos de plantas superiores; usando una prepa-
racién de celulasa cruda del hongo Myrothecium varrucaria, este investi-
gador aisl6 protoplastos de raices de tomate.

Aislamiento de Protoplastos

Aunque existe un método mecénico para aislar protoplastos, el método
enzimatico es actualmente la forma mds importante y efectiva para ese
propésito.

El método mecénico tiene, ante todo, un interés histérico, ya que su
rendimiento es bajo, su procedimiento tedioso y su aplicabilidad limitada
(Vasil et al., 1980). Dicho método consiste en aplicar un choque osmético
para producir plasmdlisis en las células, las cuales se rompen luego
mediante un corte; luego se pueden liberar los protoplastos de las células
rotas mediante el restablecimiento de su nivel osmético.
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- Elmétodo enzimatico parael aislamiento de los protoplastos consiste en
incubar las células en una mezcla de enzimas que degradan la pared
celular. Los prmclpales factores que se deben conmderar parael éx1to de
este método son:.

a. el tipo de enzimas que se usaran;
b. la composicién del medio en que ellas actuaran; y
¢. ¢l material de origen de los protoplastos.

Enzimas para el aislamien’to de protoplastos

Parael aislamiento de protoplastos por el método énzimatico es necesa-
rio usar mezclas d¢ ‘enzimas, ‘enlugar de usarlas individualmente. Se
utilizan enzimas de las siguientes clases generales: celulasas, hemicelulasas
y pectinasas (Ruesink, 1980), las cuales se obtienen generalmente de prepa-
raciones comerciales (Cuadro 10.1); éstas no son puras sino que contienen
otras enzimas como proteasas, nucleasas y lipasas.

Cuadro 10.1. Enzimas que se utilizan pa:ak el éis.lamiento de pr'otoplastos.k )

Enzimas Producto comercial
Celulasas ‘ o
Celulasa Onozuka R 10 Kinki Yakult Biochemicals Co. Ltd.,
’ ‘ lehlronuya, Japbn
Driselasa . Kyowa Hakko Kogya Co,, Tokio, Japén;
“Celulisina Calbiochem, San Diego, CA, U.S.A.
Meicelasa ... Meiji Seika Kaisha Ltd., Tokio, Jap6n.
Pectinasas . : g .
Pectinasa - . Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.
Macerozima R 10 Kinki Yakult Biochemicals Co., Ltd.
Macerasa Calbiochem, San Diego, CA, U.S.A.
Pectoliasa Y 23 Seishiu Pharmaceutical Co: Ltd., Tokio, Japén.
Hemicelulasas
Rhozima HP 150 Rohm & Haas, Filadelfia, PN, U. S.A.
Hemicelulasa . : Slgma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.
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Para utilizar las preparaciones enziméaticas comerciales en algunos teji-
dos, se aconseja eliminar de ellas las sales que contienen; esto se puede
hacer filtrdndolas con una columna de Biogel o de Sephadex G25 6 G50,
como seindica en el Procedimiento I m4s adelante (Dos Santos et al., 1980;
Slabas, 1980; Shekhawat et al., 1983).

El medio de incubacion

El material de incubacién que se utiliza para el aislamiento de proto-
plastos consta de los siguientes elementos: enzimas disueltas en una solu-
cién que contenga algunas sales (como CaCl,, KH,PO,, MgCl,), un medio
de cultivo, un amortiguador (solucién tampén), y un estabilizador o
regulador osmético, El calcio (1 a 10 mM) es un ingrediente esencial y el ion
fosfato (0.5 a 2.0 mM) es benéfico para conservar la-viabilidad.de los
protoplastos.

A menudo la solucién contiene como amortiguadores (buffer) fosfato o
MES [4cido 2(N-morfolino)-etanosulfénico] a una concentracién de
3 mM. Los estabilizadores osméticos més comunes son el manitol, el
sorbitol, la glucosa y la sacarosa; generalmente, el potencial osmético se
ajusta de tal manera que las células sean levemente plasmolizadas durante
la digestién de la pared. La osmolaridad éptima variade 0.3 a 0.7 M. Un
pH écido en el rango de 5.0-6.0 es el 6ptimo.

Fuentes para la obtencién de protoplastos

En teoria, es posible aislar protoplastos de cualquier tipo de planta,
6rgano o tejido, pero las fuentes que se usan corrientemente son mesdéfilo
foliar y tejidos cultivados in vitro como células en suspension, callos, y
dpices de plantulas generadas in vitro (Ruesink, 1980; Vasil et al., 1980a).

El meséfilo es una fuente adecuada de protoplastos. Se utilizan, en
general, hojas completamente abiertas de plantas jévenes, o brotes nuevos;
amenudo se prefieren las hojas de brotes de cultivos in vitro a las hojas de
plantas cultivadas en invernadero.

Los protoplastos también se aislan de suspensiones celulares; en cam-
bio, los callos cultivados en agar resultan con frecuencia inadecuados para
ese propdsito.

El meséfilo como fuente de protoplastos. El estado fisiolégico del tejido
foliar influye sustancialmente en el rendimiento y viabilidad de los proto-
plastos. Para liberar protoplastos de buena calidad, las plantas se deben
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cultivar en condiciongs controladas (invernadero, cdmara de crecimiento),
donde se puedan optimizar la luz, la temperatura, la fertilidad del sueloyla
humedad. Usualmente se utilizan una luz de.10,000-a 30,000 lux y un
fotoperfodo de 18 6 16 h. Es esencial contar con un buen suministro de
agua y-con fertilizacién regular, como se mdlca en el Procedlmlento 11, més
adelante. :

Algunas veces los protOplastos aislados resultan més estables si las
plantas se conservan previamente en la oscuridad durante algunos dfas. En
ciertos casos, para mejorar la viabiliad de los protoplastos aislados, es
aconsejable el pretratamiento del tejido foliar en un medio con hormonas
de crecimiento, en diferentes condiciones de luz'y temperatura (Kao et al.,
1980; Shepard et al,, 1977; "Shahin et al., 1980).

Las suspennones celulares como fuente de protoplastos Debido a que
las suspensiones son heterogéneas y a menudo estan compuestas de agre-
gados de diferentes tamafios y de células libres, notodaslas células estdn en
condiciones 6ptimas para la:liberacion de protoplastos; la liberacién en
este caso depende también’ de las cond1c1ones de erecimientode las células
cultivadas. : :

Los protoplastos se deberfan alslar de agregados de células de tipo
meristémico; en estas células en activa divisién, el rendimiento puede
elevarse a casi el 1009 mediante la manipulacién del periodo-de subcultivo
y de la tasa de dilucién (ver Procedimiento 111, méas adelante).

Antes del alslarmento de los protoplastos la suspensu’m celular deberfa
subcultivarse con una frecuenc1a de 1 a 4 dfas (Potrykus et al., 1979b).

Procedimientos para aislar los protoplastos

Procedimiento I: puriﬂcaéién de las enzimas. La viabilidad de los
protoplastos aislados se puede mejorar purificando las enzimas de sales y
de otras impurezas. Se procede asi: -

1) Disuelva 5 g de la preparacién enzimatica en 20 ml de un amortigua-
dor de fosfato I mM (pH 6.0).

2) Después de una hora, centrifugue la solucién a 12,000g durante
10 minutos, para remover las impurezas insolubles.

3) Lievelafraccién sobrenadante a una columna de Sephadezﬁ G5S0(4x
20 cm) y recoja fracciones de eluciéon de 20 x 10 ml.

4) A los 280 minutos mida el contenido de proteinas de cada fraccién.
Retina las fracciones que contienen proteina y almacénelas a 4 °C.
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Procedimiento II: aislamiento de protoplastos del meséfilo. Todas las

operaciones se debern efectuar asépttcamente en una camara de ﬂu_]o
laminar de aire estéril. Se procede asf: SR

1) Estenhce superficlalmente las hojas, sumerg1éndolas en: etanol al 70%

2)

3)

durante 30 segundos, y trasfiéralas luego a una solucién al 2% de
NaOClI (con una gota de Tween-80 por cada 20 ml) durante 20 minu-
tos. Lave las hojas tres veces con dgua destilada estéril y luego con una

* soluci6n de manitol o sorbitol, con la osmolaridad y el pH aJustados a
los de 14 solucién’ ennmétlca quc s utxlxzaré después

El empleo de hOJas de brotes cultlvados invitro tienela gran venta_]a de
que los tejidos ya son -axénicos y, por lo. tanto, se puede omitir el
procedimiento de esterilizacién. Utilice ho;as jovenes pero expandx-
das, de cultwos de cuatro’ a se1s semanas de edad ‘

Remueva la, cpldcrmls mfenor desprcndléndola con pinzas finas de
relojero; si-la epidermis-es dificil de remover -—por ejemplo, en las
hojas delos cereales— corte estas hojas.en bandas delgadas (2 mm,
aproximadamente). Algunas veces los protoplastos resultan mds esta-
bles si el tejido se deja durante 1 a 2 horas en el regulador osmético
para buscar equlhbrlo enél antes deiniciarel tratamwnto ennmétlco

.Trasfiera las secciones de ho_|a a una caja Petri de 15 x 100-mm, que
contenga -10.ml de una solucién de mezcla enzimética E, o E; y de
medio A, parael cultivo de protoplastos (Cuadros 10.2 y 10.3),enuna
proporcién 1:1. La mezcla E, se ha utilizado exitosamente para el
aislamierito de protoplastos del meséfilo de hojas de diferentes espe-
cies como tabaco, remolacha azucarera, zanahoria y perejil, mientras
la mezcla E, se enicontré superior para el aislamiento de protoplastos
de hojas de yuca y de Stylosanthes spp.

Cuadro 10.2. Soluciones (de 100 ml) para el aislamiento de proto-

plastos.

Compuestos i Cantidades ségt’m tipo de solucién (mg)
A e A,

CaCl; (mg) 100 100
NaH,PO, (mg) 10 10
Sorbitol (mg) o ) 6400
Manitol (mg) 6400 7300
Tamp6n (béfer MES mg) ‘ 60 . 60

pH ‘ 58 58
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Cuadro 10.3. ‘Mezclas enzimaticas (de 100 ml) parael mslamlento de

protoplastos a

Enzimas ' ) - Cantxda.des (g) segtin tipo de mezclab

E, E, E,
Onozuka R 10 2 3 .o 3
Driselasa S 0.5 - )
Hemicelulasa 05 - 1 | B
Pectinasa 1 1 SN
Pectoliasa Y 23 0.3

a. Esterilizar con filtro y almacenar a 04 oC,
b. Usarlasolucién A, (Cuadro 10.2) para la mezcla E,, y la solucién A, para las

mezclas E, y E;.

ht

4) Incubelas partes foliares en la mezcla de enzimas durante 4 a 12 horas
en la oscuridad, a 22-25.9C; héagalo con agitacién lenta, esto es, a
50 rpm en.un agitador giratorio, ¢ agitando suavemente cada hora.
Observe la liberaciébn de: los protoplastos.en-un microscopio inver-

5)

tido.

Lave los. protc‘)plastos asf:

5.1)

5.2)

5.3)

5.4)

Con una pipeta Pasteur, remueva de la caja Petri la suspensiéon

_de protoplastos y pésela por un tamiz de nylon para extraer el

tejido no digerido.

i Trasfiera la suspens16n tamlzada aun tubo de ensayo cémco y

centrifugue a lOOg durante 3 mmutos

Remueva ¢l sobrenadante y vuelva a suspender-los protoplastos
en 9 ml de la solucién A, (Cuadro 10.4). Afiada lenitamente 1 ml
de la solucién A,;, colocdndola en capas sobre la suspension de
protoplastos eii la solucién A4 Centrlfugue a 100g durante
5 minutos.

Remueva los protoplastos de la interfase de las soluciones A,/ A,

con una pipeta Pasteur, suspéndalos de nuevo en 10 ml de
medio, y centrifugue a 100g.durante 3 minutos. Con la eentrifu-

gacioén, los protoplastos se sedimentan si el osmético es manitol

(solucién A,), sorbitol, glucosa a difergntes sales, y flotan si el
osmotico es sacarosa, en cuyo caso los desechos se sedimentan.

" -La flotacién, en ¢l proceditiiiento de lavado da como resultado

' una poblacién pura de'protoplastos de meséfilo viables € intac-

tos.
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Cuadro 10.4. Soluciones (de 100 ml) para ¢l lavado de protoplatos.

Compuesto Cantidades (mg)‘se‘gﬁn el tipo de solucién
- ‘A, A, A,
CaCl; (mg) 50 . . 50 50 ‘
KH,PO, (mg) 10 - 10 10
Sacarosa (mg) — 13,680 —
Manitol (mg) 7280 — 7280
Percoll® (%) — — 30
pH 5.6 5.6 “. 5.6

5.5) Remueva el sobrenadante, vuelva a suspender los protoplastos
en el medio de cultivo, y _cultive segun se describe mas adelante.

Procedimiento III: aislamiento de protoplastos de suspensiones celula-
res. Las suspensiones celulares para el aislamiento de protoplastos-deberan
estar en la fase de divisién activa, con 26 3 dias de edad. Se procede asf:

1) Trabajando con 5 ml de suspensidn, separe las células por sedimenta-
cion y recdjalas en tubos de ensayo conicos de 15-ml; lave una vez con
¢l medio de cultivo liquldo

2) Ajustelasuspensiéna263mly aﬁada un volumen igual de la mezcla
de enzimas E, (Cuadros 10.2 y 10.3); trasfiera la solucién a una caja
Petri de 100 x 15 mm. La solucién de enzimas E, se ha utilizado con
€xito en el aislamiento dé¢ protoplastos de suspensiones celulares esta-
blecidas de trigo, zanahoria, perejil, remolacha y soya. A menudo se
obtiene de las c€lulas hasta un 100% de protoplastos y no quedan
restos importantes. - :

3) Incube las células a22-250C durante 12¢ a 16 horas, con agltaclén lenta
(50 rpm en un agitador giratorio).

4) Lave los protoplatos segun el procedxmlento que se descrlbe para los
protoplatos del mcséﬁlo

Procedimiento IV: aislamiento de protoplastos de puntas de brotes. Las
puntas se obtienen de brotes estériles de répldocreclmlento obtemdos por
cultivo de tejidos. Se procede asf; ‘

1) Corte puntas de l a2mm (merxstemas con pru'nordlo folxar) dividién-
dolas en varios pedazos, y coléguelas-en una solucién A, (Cuadro
10.2) en una caja Petri estéril.
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2)

3)

4)

Trasfiera las secciones a una mezcla 1:1 de lasolucién enzimatica E; y
de un medio de cultivo de protoplastos (Cuadros 10. 2 y10.3); Selle la
caja-Petri con-Parafilm. '

Incube las secciones~ toda la noche (12 a 16 ‘horas)\ en la mezcla
enzimatica a 22-25 °C con agitacion lenta (10.-rpm).

Lave los protoplastos asi:

4.1)

4.2)

4.3)

4.4)

4.5)_

Con ﬁna pipeta Pasteur, pase los protyoplgst‘os en suspénsién por
un tamiz de acero inoxidable de malla de 60-70 um o por un filtro
de nylon,

Trasfierala soluciéri de protoplastos a un tubo de ensayo cémco

(15 ml) y centrifugué a 100g durante $§ minutos.

Remueva el sobrenadante y vuelva a suspender los protoplastos
en 9 ml de la solucién A (Cuadro 10.4). Coloque cuidadosa-
mente una capa de 1 ml de soluclén A, sobre la solucién Ay, y

centrifugue a 100g durante 10 minutos. Debido a que muchos
protoplastos de origen menstémlco son pequenos y tienen cito-
plasma denso, a menudo e sedlmentan cuando el regulador
osmotico es sacarosa. Por cons1gu1ente para la flotacién de

 estos protoplastos no es util una solucién A4; en una solucién As,

que contine manitol 0.4 M como regulador osmético y 30% de
Percoll, todos estos protoplastos flotardn y formar4n una banda
definida en la interfase de las soluciones. A;/As.

Con una. pipeta Pasteur Tecoja los protoplastos de la interfase de
las soluclones Azl As, vuelva asuspenderlos en 10 mlde medio, y
centrifugue a 100g durante 5 minutos. :

Remueva el sobrenadante, vuelva a suspender los protoplastos -
en el medio de cultivo, y cultive segun se describe mas adelante.

Caracteristicas de los pr_otqplasitds‘aislados‘

Las poblaciones de protoplastos recién aislados reflejan las propiedades

morfolégicas y fisiolégicas de las células de las cuales se derivan, y repre-
sentan por tanto un material 1til para los eXpenmentos bloquimlcos y
fis1olég1cos (Galun, 1981).:

Asi, los protoplastos de meséﬁlo (Flgura 10. l A) contlenen cloroplas-

tos verdes y en la luz muestran actividad fotosintética (Gutiérrez et al.,
1974). Los protoplastos de las suspensiones celulargs (Figura 10.1, B), por
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su parte, contienen a menudo granos de almid6n; su tamafio y su actividad
metabodlica se asemejan a las del ciclo de crecimiento de la suspensién
(Tewes et al., 1984). Los protoplastos aislados de las capas de aleurona de
las semillas de avena secretan amilasa y RNAsa en presencia del acido”
giberélico (Hooley, 1982). Los protoplastos de los n6dulos de raices de las
leguminosas pueden reducir ‘el acetilenc, bajo ciertas ‘circunstancias
(Broughton et al., 1976).

Dado que los tejidos de la planta constan generalmente de diferentes
tipos de células, las poblaciones de protoplastos aislados conservan la
heterogeneidad del tejido original (Magnien et al., 1982); estas poblaciones
mixtas de protoplastos se pueden reagrupar, por centrifugacioén, en gra-
dientes iso-osméticos de densidad (Harms et al., 1978; Fitzsimons et al.,
1983; Nomuraet al., 1982),0 clas;ﬁcarse por flu_]o y cnometria (Harkins et
al., 1984).

Otra caracteristica de los protoplastos libres, adicional a la de su simili-
tud.con las células intactas, son los cambios claramente caracterizados en
su metabolismo por efecto del estrés osmotico, de la remocién de la pared
celular, de la ruptura de los plasmodesmos y del ambiente nuevo a que
éstos estan sometidos. El choque osmétlco ocasiona cambios en el patrén
del ARNy de la sintesis de proteinas, los cuales conduceri a la aparicién de
las caracteristicas ‘protefnas de choque osmético’ (Fleck et al., 1982). En
los protoplastos alsla.dos se han detectado nuevas actividades enziméticas
como las de las nucleasas (Schaefer et al, 1981). ‘

En comparacién con lo que ocurre en los tejidos intactos, es relativa-
mente mas facil aislar y purificar organulos celulares en los protoplastos
mediante un proceso que incluye métodos graduales para que éstos con-
serven su integridad estructural y funcional. Asi, los protoplastos del
meséfilo constituyen una fuente adecuada para el aislamiento de cloro-
plastos (Horvath et al., 1978; Nishimura et al., 1976). También se pueden
aislar vacuolas de diferentes células vacuolizadas; por ejemplo, de proto-
plastos originados en el tejido de almacenamiento de la remolacha roja
(Smith et al., 1980). Se ha aislado la membrana plasmaética de diferentes
fuentes como de los protoplastos radicales (Lin, 1981) o de los protoplas-
tos follares (Perlin et al. 1980)

Los protoplastos de suspens1ones celulares se pueden utlllza.r para el
alslamlento de nucleos celulares: (QOhyama et al., 1977; Tallman et al.,
1980). También se han aislado cromosomas mitéticos de los protoplastos
de suspensiones celulares sincronizadas (Hadlaczky et al., 1983; Malmberg
et al., 1980; Szabados et al., 1981), y se pueden aislar cromosomas meioti-
cos de protoplastos originados a partir de mxcroesporocxtos (Gnesbach et
al., 1982; Malmberg et al., 1980). ~
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Figura 10.1. Aislamiento y desarrollo de protoplastos. Protoplastos recién aislados, va sea
de mesofilo (A) o de suspension celular (B), primera division celular (C) y
primeras colonias (D) finalmente, transferencia a un medio (E) para lograr la
regeneracion final de la planta (F).
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Cultivo de Protoplastos Aislados

Unade las prinéipales aplicaciones de la técnica de aislamiento de proto-
plastos es el cultivo de los mismos hasta obtener la regeneracion de plantas
(Figura 10.2). S

El éxito en el cultivo de protoplastos depende de factores como a) tipo y
edad del material de origen de los protoplastos; b) el sistema de cultivo y la
densidad de.los protoplastos contenidos en él; y de manera especial,
¢) adecuada composicién del medio de cultivo.

Material de origen de los protoplastos

Se harecalcado laimportancia que para el cultivo de protoplastos tiene
el caracter juvenil del tejido original. Los protoplastos de las regiones
apicales de las plantas y de los vastagos originados por cultivo de tejidos
generalmente brindan resultados superiores a los del meséfilo (Binding et
al., 1981); en las células jévenes es posible manejar mas ficilmente la
induccién y el mantenimiento de la actividad mltétlca que en las células
altamente especializadas.

Se ha encontrado que cuando se cultivan protoplastos derivados de
suspensiones, el éxito del cultivo depende claramente de la calidad de la
suspensi6n celular que se ha utilizado. Los protoplastos de suspensiones
celulares que estén en crecimiento logaritmico comienzan a dividirse muy
,répldamente ‘mientras quelog derivados de suspenswnes mas viejas —por
ejemplo; en la fase.de expanslén celular— regeneran la pared celular y se
dividen con menor frecuencxa (Potrykus et al., 1979b; Tewes et al., 1984)

Por otra parte, tamblén s¢ ha encontrado que los protoplastos de las
gramineas son extremadamente recalcxtrantes al cultivo; con la #pica
excepcién de los protoplastos provenientes de tallos de mafz (Potrykus et
al., 1977), no se han podido cultivar exitosamente protoplastos de cereales
aislados de plantas enteras. Los resultados negativos de numerosos expe-

~ rimentos han llevado ala conclusion de que las células d1ferenc1adas delos
cereales deben haber perdidoel potencial de division y la totipotencialidad
(Potrykus, 1980); en cambio, los protoplastos aislados de suspensiones
celulares embriogénicas se han cultivado con éxito (Potrykus, 1979b; Vasil
et al., 1980b; Lu et al., 1981; Jones et al., 1982; Vasil, 1983; Deka et al.,
1976).
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Densidad de poblacion de los protoplastos

En varios experimentos se ha encontrado que la densidad de la pobla-
cioén celular afecta sobremanera la divisién de las células derivadas de
protoplastos. Las frecuencias méximas de division se obtuvieron con
densidades de poblacién de 104 a 10° protoplastos/ml (Potrykus et al.,
1979b; Binding et al., 1981; Nagata et al., 1971). :

En ciertas situaciones experimentales —por ejemplo, para el aisla-
miento de mutantes— es deseable el cultivo de protoplastos a una baja
densidad; las técnicas que comprenden el uso de sistemas de ‘alimentaci6n
por capa’ para apoyar el crecimiento celular a bajas densidades, podrian
resolver parcialmente este problema (Raveh et al., 1973). Kao et al. (1975)
utilizaron un medio de alta complejidad parael cultivo de protoplastos de
Vicia hajastana de baja densidad.

Si se estudian los requerimientos para el crecimiento de las células
cultivadas en bajas densidades de poblacidn, se llegaria a desarrollar un
medio quimicamente definido, capaz de favorecer el crecimiento de los
protoplastos en bajas densidades de poblacion (Muller et al., 1983).

Sistemas de cultivo

Para inducir la divisién de los protoplastos aislados y la formacién de
sus colonias, se han desarrollado diferentes sistemas de cultivo. General-
mente, los protoplastos se cultivan en cajas Petri plasticas en un medio
liquido, o en uno solidificado con agar o agarosa. El medio liquido tiene la
desventaja de que, amenudo, presenta dificultades para aislar las colonias
derivadas de una célula, mientras en el medio s6lido los protoplastos
inmovilizados producen clones celulares; se requiere, sin embargo, una
manipulacién manual para trasferirlos a otro medio.

Elmedio liquido se usa colocandolo en capas delgadas o en gotasde 50 a
250 ul (Kao et al., 1971). El medio sélido se usa mezclando en él los
protoplastos cuando tenga de 35 a 40 °C, y depositdndolo, en capas
delgadas, en las cajas Petri (Nagata et al., 1971). Las cajas Petri se sellan
con Parafilm y se cultivan en la oscuridad o en luz difusa a una tempera-
tura de 24 a 28 °C (ver Cultivos en medios sélidos, més adelante).

Para obtener una alta frecuencia de division celular y lograr un creci-
miento rapido de las células y colonias derivadas de los protoplastos, es
necesaria la adicién gradual de medio fresco con niveles reducidos de
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estabilizadores osmoticos, o bien la trasferencia de las colonias en creci-
miento a medios frescos (Bindinget al., 1981; Jia, 1982; Kohlenbachetal.,
1982; Shepard, 1982; Shekhawat et al., 1983).

En los sistemas de cultivo mencionados se han desarrollado varias
combinaciones y modificaciones. Frecuentemente, los protoplastos se cul-
tivan en un medio liquido, y las células en divisién o las microcolonias
derivadasse cultivan en un medio sélido. Adams-et al. (1983) utilizaron un
medio solidificado de agarosa para el cultivo de protoplastos; cuando las
colonias se habian desarroliado, el medio se volvi6 a derretir a40°C y las
colonias se trasfirieron por medio de una pipeta.

Potrykus et al. (1979a) desarrollaron la técnica de las ‘gotas multiples en
serie’ (MDA, siglas en inglés de ‘multiple drop array’) para el ensayo
rapido de numerosas combinaciones de componentes del medio de cultivo.
Este sistema utiliza, como unidad experimental, el cultivo de gotas colgan-
tes de 40 11, las cuales se disponen en las cajas Petri segin la combinacion
de gradientes de los factores. Las gotas colgantes permiten la observacuSn
de los protoplastos con el microscopio normal

Para el cultivo individual de protoplastos se han desarrollado varios
sistemas de cultivo. Kao (1977) y Gleba et al. (1973) utilizaron platos de
‘Cuprak’ con pequefios alvéolos donde era posible cultivar protoplastos
individuales con solamente 0.25 p1 de medio de cultivo. Koop et al. (1983)
cultivaron protoplastos individuales en microgotas de medio de 10 a25111;
éstas se colocaban en una cdmara de cultivo fabricada con un cubreobjetos
y un marco de nitrato de celulosa, y sellada conuna capa delgada de aceite
universal. :

Composicién de los medios de cultivo

Los medios adecuados para el cultivo de protoplastos sigueri general-
mente el modelo de los utilizados para el cultivo de células in vitro; a
menudo se han desarrollado diferentes modificaciones de los medios de
Murashige et al. (1962) o de Gamborg et al. (1968).

Adem4s de las similitudes con las células i vitro, en cuanto a sus
requerimientos nutricionales, los protoplastos tienen ciertos requerimien-
tos que se han analizado en varios experimentos (Kao et al., 1973; Jones et

, 1984; Tewes et al., 1984). Sin embargo, no existe un medio estdndar
para el cultivo de protoplastos aislados, a pesar de las extensivas investiga-
ciones realizadas, Frecuentemente, los protoplastos originados de diferen-
tes genotipos de la misma especie tienen diferentes requerimientos, los
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cuales se deben satisfacer mediante el ajuste empirico de los procedimien-
tos de cultivo (Shepard, 1982; Vardi et al., 1982).

Entre los medios de cultivo que se han‘utilizado ‘con éxito en diferentes
sistemas de protoplastos estdn: el medio ‘8p.’de Kao et al. (1975), el medio
de Kao (Cuadro 10.5), el medio ‘To’ de Caboche (1980), el medio de
Nagata et al. (1971).

Sales inorgdnicas. Puesto que los protoplastos aislados tienen una efi-
ciente captacién de nutrimentos, la mayoria de los medios contienen bajos
niveles de sustancias inorgéanicas; la concentracion del ion Ca++ puede ser
mayor, ya que es critico para la estabilizacion de los protoplastos (Kao et
al., 1973).

Estabilizadores osméticos. Todos los medios de cultivo de protoplastos
contienen estabilizadores osméticos, conocidos simplemente como osmé-
ticos. Hay en los protoplastos diferentes niveles 6ptimos en relacién con la
presién osmoética y con el tipo de osmético empleado; si se cultivan en
medios no 6ptimos osméticamente, es posible que haya un estrés celulary,
como resultado, una baja eficiencia del cultivo (Takeuchi et al., 1982;
Vardi et al., 1982; Smith et al., 1984).

Como osmoticos se utilizan generalmente aziicares como el sorbitol, el
manitol, la glucosa y la sacarosa, en una concentrac16n de 0.3-0.7 M. De
ellos, la glucosa posee caracteristicas superiores, ya que los protoplastos
pueden metabolizarla gradualmente y de esta manera la presion osmética
disminuye paulatinamente (Binding et al., 1981; Kao et al., 1973).

Reguladores del crecimiento. La mayoria de los protoplastos requieren
necesariamente las auxinas, y muchos también las citocininas, para la
division celular; sin embargo, el tipo de las hormonas de crecimiento y su
concentracion en el medio se deberia optimizar de manera cuidadosa, ya
que las auxinas pueden ocasionar la vacuolizacién y ruptura de los proto-
platos (Harms et al., 1979; Jia, 1982; Jones et al., 1982; Negrutiu, 1981;
Takeuchi et al., 1982). ‘

Ciertos protoplastos, como los de remolacha y los de Lolium multiflo-
rum, derivados de suspensiones celulares se dividen también en un medio
carente de hormonas (Szabados et al., 1985; Jones et al., 1982). Es intere-
sante seflalar ademds que las hormonas tienen un efecto inhibitorio en la

_division de los protoplastos de Citrus (Vardi et al., 1982).

Otros componentes. La mayoria de los medios para el cultivo de proto-
plastos estan enriquecidos con algunos extractos naturales (AC, extracto
de levadura, CH, amino4cidos, vitaminas, dcidos organicos, aziicares,
etc.). '
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