* Cultivo de tejidos en la agricultura

Trasformacién Genética con Protoplastos

La trasformaci6n genética implica que el ADN de una planta donante sea
absorbido por una célula receptora o protoplasto e incorporado porellaen
forma estable, y que lainformacién genética codificada en el ADN foraneo
se exprese como una caracteristica nueva y estable. La trasferencia de
orgénulos portadores de ADN, asi como el ADN purificado de la planta o
los genes clonados de la planta en las moléculas vectoras de ADN, ofrecen
enfoques nuevos y efectivos para la trasferencia de genes.

Trasferencia de organulos

Se han descrito varios métodos para aislar, de protoplastos intactos, los
siguientes organulos: cloroplastos (Horvath et al., 1978; Rathnam et al.,
1976; Nishimura et al., 1976), ntucleos (Hadlaczky et al., 1983; Ohyama et
al., 1977) y cromosomas (Griesbach et al., 1982; Hadlaczky et al., 1983;
Szabados et al., 1981; Malmberg y Griesbach, 1983).

La captacion de los orgénulos aislados por los protoplastos receptores
es posible en la endocitosis, fenémeno que ocurre naturalmente en las
células (Ueda et al., 1978). El tratamiento con PEG o PVA (alcohol
polivinilico) puede aumentar la frecuencia de captacién que sin esos com-
puestos seria baja, pero presenta también los problemas inherentes a todo
procedimiento similar a la fusién.

Varios autores han informado sobre la trasferencia de cloroplastos
aislados (Potrykus, 1973; Davey et al., 1976). Un estudio detallado ha
mostrado que no s6lo los procesos endocitSticos sino también los de fusidén
son responsables de la trasferencia de cloroplastos (Davey et al., 1976).
Mientras que las frecuencias de captaciéon de cloroplastos fluctuaron
alrededor del 20%, la trasferencia nuclear, empleando métodos similares,
fue menor del 5% (Lorz, 1978; Potrykus y Hoffmann, 1973).

El tratamiento con PEG facilit6 la captacién de cromosomas aislados
por los protoplastos receptores (Szabados et al., 1981). El porcentaje
relativamente alto de dicariontes que contenian cromosomas trasferidos
indica que existe una fuerte asociacidn entre los procesos de captacion y los
de fusién (Szabados et al., 1981). Griesbach (1983) desarrollé un sistema
de microinyeccién para introducir los cromosomas aislados en los proto-
plastos de plantas superiores, eon miras a evitar los problemas que resulta-
rian si ocurriera un proceso de fusién; encontrd este autor que la microin-
yeccidn es un sistema de suministro altamente eficiente para la trasferencia
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cromosdmica. El sistema, con leves modificaciones, podria utilizarse
facilmente para inyectar una amplia gama de objetos y productos quimicos
en los protoplastos. Por otra parte, el fraccionamiento de los cromosomas
aislados permite la trasferencia de cromosomas especificos (Malmberg et
al., 1983). ~ ,

Es de esperar que la trasferencia cromos6mica, un sistema bien estable-
cido y ampliamente utilizado en experimentos. de trasformac16n celularen
los mamiferos (Klobutcher y Ruddle, 1981), desempefie un papel impor-
tante en el futuro de la genética sométicocelular de las plantas.

Captacion de ADN purificado

Existen claras evidencias de que los protoplastos de las plantas superio-
res pueden captar ADN (Kado et al, 1980) siendo Ohyama et al. (1972) los
primeros en informar sobre la captacién exitosa del ADN de E. coli por los
protoplastos de las plantas superiores.

La captacién de ADN es estimulada por policationes como poli-L-
lisina, poli-L-ornitina y DEAE-dextrano; por iones de Catt, Mgt+ o
ZntT; o por un tratamiento similar a la fusién con PEG y, opcionalmente,
con CaCl, y pH alto (Ohyama et al., 1972; Lurquin et al., 1977; Lurquin et
al., 1980; Suzukiet al., 1978). Los protoplastos tienen una fuerte actividad
enzimética (ADN-asa) que puede despolimerizar el ADN afiadido al
medio de incubacién antes de que éste llegue hasta ellos. La estabilidad del
ADN donante depende de la configuracién del mismo ADN y de las
condiciones de incubacidn; ademas, se encontré que las moléculas super-
enrolladas y los plasmidos cerrados covalentemente eran mas resistentes a
la digestion que el ADN lineal. Los cationes bivalentes y polivalentes
actiian como agentes protectores porque estimulan la compactacién y
agregacién del: ADN. Un pH alto (pH 10.5), en presencia de CaCl,,
contribuye a la adecuada conservacién del ADN donante tanto en el medio
como en el protoplasto (Lurquin et al., 1977; Hughes et al. 1977 Lurquin
y Marton, 1980)

Liposomas

Las vesiculas lipidas (liposomas) han sido propuestas como valiosas
herramientas para evitar la degradacién de las moléculas de ADN y para
llevarlas hasta los protoplastos. Varios métodos se han utilizado para la
preparacion de liposomas; tal vez el mas eficiente es la evaporacion de fase
invertida(REV) desarrollado por Szoka'et al., (1978). Los liposomas REV
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pueden prepararse con muchos tipos de lipidos y presentan una gran
capacidad de encapsulacién. Se ha demostrado que los liposomas pueden
proteger eficientemente. el ADN y el ARN de la accién de las nucleasas
presentes en las suspensiones de protoplastos, y que los liposomas que
contienen ADN o ARN encapsulados pueden trasferir los 4cidos nucleicos
a los protoplastos de las plantas (Uchimiya et al., 1981; Rollo et al., 1981;
Fraley et al., 1982; Lurquin, 1979). Lurquin y Sheehy (1982) han sugerido
que la trasferencia ocurre durante 'la fusién entre los 11posomas y la
membrana plasmatica.

Fukunaga et al. (1983) demostraron que los protoplastos de los cultivos
de suspension de Vinca sp. captaban los liposomas en la endocitosis. Segun
este método, el PEG favorece la adhesién primaria de los liposomas a los
protoplastos, y un pH alto junto con un alto contenido de Cat la
estabilizan y promueven la captacion endocitética de la vesicula. No se ha
observado aqui ningun evento de fusi6én. Aunque la fusién puede efec-
tuarse en otros sistemas liposomas/ protoplastos, se supone que la capta-
cién endocitética de los liposomas es comtn en los protoplastos vegetales.

Christen y Lurquin (1983) demostraron por su parte que el ARN del
virus del moteado clorético del caupi, encapsulado en los liposomas REV,
podia infectar los protoplastos del meséfilo del caupi.

Esferoplastos

Hasezawa et al. (1983) describieron la introduccién de esferoplastos de
Agrobacterium tumefaciens en protoplastos de Vinca rosea. Cuando se
afiadi6 PEG o PVA, los esferoplastos se adhirieron fuertemente a la
superficie de los protoplastos, y después de 10 minutos fueron absorbidos
por endocitosis. Maés ‘tarde, los esferoplastos -absorbidos ‘perdieron su
integridad y sus componentes parecian dispersarse en el c1toplasma de los
protoplastos

Laintroduccién de genes clonados en los protoplastos delas plantas por
medio de los esferoplastos bacterianos parece un método nuevo y pode-
roso de trasformacién genética.

Vectores moleculares de las plantas

El ADN foraneo que ha sido-introducido en los protopléstos de las
plantas deberia integrarse establemente en el ADN del nicleo (o en ¢l de
los organulos), y los genes contenidos en ese ADN, mediante sus c6digos,

776




Manipulaciones genéticas con.protoplastos

deberian expresarse. Se ha tratado ademas de trasformar las células de las
plantas o los protoplastos.con ADN pirificado, pero se observé que, para
lograr una modificacién genética exitosa, era preciso contar con vectores
moleculares éspeciales y con cierto nimero de copias de los genes introdu-
cidos. Los siguientes son‘algunos'de los vectores potenciales (Howell,
1982): plasmidos (plasmidios) de bacterias patdgenas (Agrobacterium
sp.), el ADN o el ARN de los virus de las plantas (caulimovirus, geminivi-
rus, virus ARN, viroides), o los componentes de genomas inestables de las
plantas (por ejemplo elementos extracromosémlcos de las mltocondnas
del maiz).

~ Plasmidos Ti de Agrobacterium sp.

Los plasmidos Ti, inductores del tumor de A. tumefaciens, son los
vectores mas promisorios que se conocen actualmente para las plantas. A.
tumefaciens promueve en varias dicotilodéneas la formacién de tumores
conocidos como agalla de la corona; el plasmido Ti de esta bacteria es el
responsable de la tumogénesis (van Larebeke et al., 1974). Una porcién
especifica del plasmido Ti, el ADN-T, se trasfiere al nicleo de la célula de
la planta huésped yse integra mediante union covalente a los cromosomas
de las plantas; contlene este fragmento 10s genes responsables del creci-
miento del tumor y de la sintesis de metabolitos especiales, los opinos:
octopina, nopalma y agropma (Bevan y Chllton 1982, Depicker et al.,
1983).

Varios trabajos se han publicado sobre la trasformacion de las células
vegetales in vitro. Marton et al. (1979) informaron sobre la trasformacién
de células de tabaco derivadas de protoplastos, en un cocultivo con la
bacteria A. tumefaciens. En un experimento similar, Hanold (1983) tras-
formé células derivadas de protoplastos de Hyosciamus muticus por
medio de la bacteria A. tumefaciens. Los protoplastos de Petunia sp. y de
tabaco fueron trasformados con plasmidos Ti aislados, por medio de un
tratamiento con poli-L-ornitina (Davey et al;, 1980), o con PEG vy alto
contenido de CaT1 (Krens et al., 1982). Se logré tambien alta frecuencia
de trasferencia a los protoplastos de Vinca por medio de esferoplastos de
Agrobacterzum junto con untratamiento de PEG o PVA (Hasezawa etal.,
1981). En estos experimentos, el crecimiento tumoral, sin mencionar la
hormona (auxina) y la sintesis de diferentes opinos, indicaron la transfor-
macion genética.

Existela posibilidad de manipular genes en la region T sin que se altere el
potencial de trasferencia de ADN-T del pldsmido. Cuando se producen
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genes quiméricos, mediante la utilizacién de secuencias promotoras reco-
nocibles por el sistema de trascripcién de la planta y de secuencias de
codificacién de cualquier gen fordneo, los genes manipulados no sélo son
trasferidos sino que se expresan funcionalmente en las células de las
plantas.después de la trasformaciéon (Herrera-Estrella et al., 1983a; 1984;
Broglie et al., 1984).

El objetivo final es la regeneracién de klas plantas modificadas genética-
mente; se ha comprobado que es posible lograrlo, ya que ninguno de los
genes de la region T es esencial para la trasferencia del ADN-T. Héekema
et al. (1983) han informado sobre la separacién de la regién *vir’ (induccién
del tumor) y €l ADN-T. Plantas fértiles de tabaco podrian regenerarse
partiendo de tejidos tumorales, y las plantas regeneradas podrian trasmitir
los marcadores ligados al ADN-Tala progenie F1 con los coeficientes de
segregacion de Mendel. Asi, el ADN-T se mantendria establemente inte-
grado en los procesos de regeneracién y propagacion sexual (Wullems et
al., 1981; Memelink et al., 1983). La Figura 34.4 ilustra los diferentes pasos
para la trasformacién genética de las plantas mediante la utilizacién de 4.
tumefaciens. Otras especies de Agrobacterium, ademas del A. tumefa-
ciens, podrian utilizarse en la manipulacién genétlca de las plantas supe-
riores. A. rhizogenes induce en varias plantas una enfermedad de las raices
caracterizada por la presencia de pilosidad (" ralces pilosas’). Esta enferme-
dad es analoga a los tumores de la agalla de 1a corona (Bevan et al., 1982).
Estas bacterias tienen un pldsmido inductor de raices (Ri) y por lo menos
una parte del ADN-T del plasmido Ri se trasflere se mantiene estable, y se
expresa en los tejidos de las plantas como raices pilosas (Chilton et al.,
1982). Ademas, es posible lograr la regeneracién de las plantas a partir de
cultivos de callo de raiz inducidos pot A. rhizogenes (Spano y Constan-
tino, 1982).

Aplicaciones Agricolas de la Genética
de Células Somaticas

Aunque los métodos clasicos seguirén siendo la base del fitomejoramiento,
varias técnicas nuevas de manipulacién genética somaticocelular son apli-
cables en diversas situaciones. Estas técnicas pueden suministrar una
reserva nueva de genes como una base para el desarrollo de nuevas
variedades. Las aplicaciones agricolas exitosas de la genética soméaticoce-
lular dependen de la solucién de las siguientes limitaciones (Evans et al.,
1983; Schieder, 1982): fo
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Figura 34.4. Trasformaciéon genética de plantas con Agrobacterium tumefaciens.
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1. Deberian desarrollarse, para todas las especies vegetales de importan-
cia agron6mica, sistemas eficientes de regeneracion de plantas par-
tiendo de los protoplastos. Hay sistemas adecuados de regeneraciéon
para muchas plantas de la familia de las Solanéiceas (petunia, papa,
tomate, tabaco) y para algunas plantas de las Umbeliferas y de las
Cruciferas. A pesar de los esfuerzos realizados, practicamente no se
dispone de sistemas de regeneracion para los cereales y para muchas
leguminosas (Vasil, 1983).

2. Las plantas genéticamente manipuladas deberian ser capaces de
reproducirse sexualmente para que puedan utilizarse en los programas
de fitomejoramiento. La esterilidad de los hibridos som4ticos interge-
néricos debera superarse mediante retrofusion, cultivo de embriones,
o reduciendo el material genético a un progenitor.

3. Es necesario, para trasferir los genes utiles, lograr una recombinacién
intergen6mica, o sustitucién cromosdmica, entre las dos especies. La
induccién de la recombinacién mitética puede ser necesaria antes de la
regeneracién de la planta para asegurar la trasferencia del gen interge-
némico.

4. Elntmero cromos6mico aneuploide o poliploide no es tolerable en un
buen nimero de plantas propagadas sexualmente. La manipulacion
del mimero cromos6mico de 10s hibrid os sométicos podria ser necesa-
ria; un ejemplo de ella es el cultivo de anteras que puede reducir el nivel
de ploidia y estabilizar las nuevas combinaciones cromosémicas.

Cuando se supone que se ha construido un nuevo genotipo en un
programa de fitomejoramiento, las diferentes técnicas genéticas soméatico-
celulares pueden contribuir a la generacién de nuevas combinaciones
genémicas, o a la introduccidén de nuevos genes especificos (Sybenga,
1983).

Variacion protoclonal

Chaleff (1983) y Maliga (1984) han analizado la importancia que tienen
los cultivos celulares de plantas para el aislamiento de mutantes agronémi-
camente utiles. Tal vez 1a demostracién mas significativa del valor poten-
cial de la variaci6n que ocasiona el cultivo de protoplastos fue presentada
por Shepard el al. (1980) en la papa. Estos investigadores seleccionaron
mas de 1000 clones regenerados de protoplastos foliares de la variedad
Russet Burbank y encontraron en ellos una variacion significativa y esta-
ble en el habito de crecimiento, la fecha de madurez, 1a uniformidad de los
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tubérculos, el color de la piel del tubérculo, la respuesta del clon al
fotoperiodo, y el rendimiento. Algunas caracteristicas nuevas aportaron
mejoras agrondmicas en comparacién con el progenitor.

En otros experimentos se encontrd también una variacién en los clones
de papa procedentes de protoplastos (Karp et al., 1982; Bokelman et al.,
1983; Thomas et al., 1982; Secor ¢t al., 1981; Ramulu et al., 1983).

Trasferencia de informacién genética en la
hibridacién somatica

En los experimentos de hibridacién somatica se han utilizado sélo
pocas plantas de cultivos importantes. La hibridacién somatica intraespe-
cifica puede emplearse para el fitomejoramiento de especies de plantas
propagadas vegetativamente. Wenzel et al. (1979) propusieron un esquema
de fitomejoramiento para la papa que combina los métodos clasicos con la
reduccién partenogenética y androgenética de los cromosomas, al cual
debe seguir la hibridacién somatica. El esquema se basa enla fusién de los
protoplastos de plantas diploides; ésta conduce a la combinacion de dife-
rentes genomas que contienen varios genes de resistencia.

Lapapatambién se ha utilizado en algunos experimentos de hibridacién
somatica interespecifica. Melchers y sus colaboradores fusionaron proto-
plastos de tomate y de papa y obtuvieron la regeneracién de los primeros
hibridos sométicos que, por otra parte, no se pueden producir sexualmente
(Melchers et al., 1978). Investigaron ademas, entre otras caracteristicas, la
tolerancia al frio de los hibridos y encontraron que su comportamiento era
intermedio entre el tomate susceptible y la papa resistente. Llegaron a la
conclusién de que estos hibridos somaticos podian servir para trasferir al
tomate los genes de resistencia al frio (Smillie et al., 1979).

Se pueden obtener hibridos sométicos partiendo de protoplastos fusio-
nados de la papa y de Solanum brevidens, una especie que aunque no
forma tubérculos, interesa como donante potencial de resistencia a'las
enfermedades de la papa cultivada. Estas dos especies son sexualmente
incompatibles, lo que constituye un obstaculo para la obtencién de cruza-
mientos; ahora bien, la hibridacién somatica es una interesante alternatlva
para lograr su combinacion (Barsby et al., 1984).

Se ha estudiado la hibridacién somatica en el género Medicago con
miras a la introduccién de variabilidad en la alfalfa. Los hibridos somati-
cos se produjeron mediante la fusién interespecifica de protoplastos de
Medicago sativa y M. falcata. Estos resultados indican que las técnicas
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genéticas somaticocelulares se estan incorporando en los programas de
fitomejoramiento de plantas que no pertenecen a la’ famllla de las Solana-
ceas (Teoulé, 1983).

La fusién seria muy 1til para la trasferencia de genes individuales o de
pequefios bloques de genes estrechamente ligados. La incorporacién de la
resistencia a enfermedades es de especial importancia cuando no se puede
lograr la hibridacién sexual convencional. Evans et al. (1981) produjeron
hibridos sométicos de Nicotiana nesophilay N. stocktoniicon N. tabacum
(tabaco cultivado). Ademas, encontraron que la resistencia al virus del
mosaico del tabaco derivada de N. nesophila se expresaba en los hibridos
somaticos.

Uchimiya (1982) cre6 un nuevo hibrido somatico entre N. tabacum con
esterilidad masculina y N. glutinosa resistente al virus. del mosaico del
tabaco (TMYV). Encontré que en las plantas hibridas regeneradas se man-
tenia tanto la esterilidad masculina como la resistencia al TMV. Estos
resultados muestran que diferentes caracteres agronémicamente impor-
tantes pueden combinarse mediante hibridacién somatica.

La trasferencia de mitocondrias o cloroplastos de plantas donantes a las
receptoras y, por consiguiente, la obtencién de nuevas combinaciones de
caracter{sticas citoplasmicas es muy promisoria parala agricultura. Varias
caracteristicas conocidas y controladas por los genomas de cloroplastos o
mitocondrias, como la esterilidad masculina, la resistencia a fitotoxinas o
a los pesticidas, tienen importancia para el fitomejoramiento.

Algunos resultados obtenidos mediante hibridacidn citopl4smica en el
fitomejoramiento son los siguientes: la exitosa trasferencia de la caracteris-
tica ECM en las especies de Nicotiana(Zelcer et al., 1978; Uchimiya, 1982),
de Raphanus y de Brassica (Pelletier et al., 1983); la restauracién de la
fertilidad en el tabaco que presenta esterilidad citopldsmica masculina
(Aviv y Galun, 1980); la trasferencia de la resistencia a la triazina en
Brassica (Pelletier et al., 1983); y la resistencia a la atrazina en algunas
especies de papa.

En los experimentos de Pelletier et al. (1983) se crearon nuevas combi-
naciones de citoplasmas mediante fusién de protoplastos. Estos hibridos
combinan un tipo superior de cloroplasto de Brassica napus y 1a caracterfs-
tica ECM de Raphanus sativus. En otro experimento, los cloroplastos de
Brassica campestris resistentes a la triazina se combinaron con Raphanus
sativus (portador de ECM) y se asociaron con el nucleo de una tercera
especie, B. napus. Estas plantas pueden ser muy utiles en la estrategia del
control de malezas y en la produccién de semilla hibrida.
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Trasformacién de plantas para el mejoramiento
de los cultivos

Latrasformacién celular de las plantas puede facilitar la trasferencia de
genes de una especie a otra en un solo paso. Es posible trasferir solamente
el gen elegido sin que se presenten efectos nocivos para los otros genes.
Ademas, es posible producir genes hibridos con métodos bioquimicos y
trasferir estos genes para permitir su expresién correcta en la planta
receptora. ' ,

Diferentes caracteristicas deben disefiarse; las mas importantes, cuando
se consideran experimentos de trasformacién que respondan a las necesi-
dades de un futuro cercano, son éstas (Barton y Brill, 1983):

- la trasferencia de la resistencia a los herbicidas;

- elmejoramiento dela calidad de 1a proteina de la semilla, enrigqueciendo
el contenido de ésta con aminodcidos; y

- la resistencia a ciertas plagas y enfermedades.

Conclusiones

Las perspectivas de la utilizacién de técnicas de manipulacion genéticacon
protoplastos para el fitomejoramiento son enormes.'La mayor parte de las
técnicas de ingenieria genética requieren etapas de cultivo de protoplastos
y por ello la regeneracion se ha vuelto necesaria.

El sistema de protoplastos unicelulares constituye el vinculo entre la
biologia molecular moderna y 1a planta, y hace posible la adaptacion de los
métodos genéticos microbianos a las plantas para contribuir al fitomejo-
ramiento con métodos no convencionales. No obstante, el cultivo de
protoplastos y la eficiencia de la regeneracién alcanzan niveles adecuados
s6lo en pocos modelos de sistemas de plantas. Por tal raz6n, estas técnicas
no son aplicables -todavia a todas las especies vegetales de interés
econémico.
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Procedimientos

Fusion de protoplastos

Hay diferentes procedimientos para fusionar protoplastos utilizando
PEG (polietilenglicol). Aqui se describira una técnica basada en el trata-
miento de los protoplastos en una monocapa con una solucién de PEG;
aquéllos se diluyen luego empleando una alta concentraciénde Cat+yun
pH alto (Kao et al., 1974). La dilucién con una solucién modificada que
eontenga de 5% a 10% de DMSO (dimetilsulf6xido) puede aumentar la
frecuencia de fus16n (Menczel et al 1981).

La técnica para la 1dent1flcac16n de los heterocarlontes requiere la
utilizacién de protoplastos verdes aislados de las hojas y de protoplastos
incoloros aislados de cultivos de suspensjqnes celulares.

Procedimiento de fusién. Operando como se indica en el Capitulo 10,
afsle protoplastos de mesofilo foliar y de suspensiones celulares; luego
proceda de %a siguiente manera:

1) Suspenda de nuevo los protoplastos lavados en una solucién A; y
mezcle los protoplastos del mesoéfilo con los protoplastos del cultivo
celular en una proporcion 1:1.

2) Vierta con una pipeta gotas de 150-200 1 de la suspension de proto-
plastos en una caja Petri (3-4 gotas/placa), o en las tapas estériles del
portaobjetos colocadas en la caja.

3) Permita que los protoplastos se asienten y formen una monocapa
(aproximadamente 5 minutos).

4) Afiada lentamente 0.5 ml de la solucién de PEG (Cuadro 34.4) en el
borde de la gota, e incube los protoplastos durante 10-20 minutos.

5) “Remueva cuidadosamenté una parte de la solucién de PEG (0.3-0.5
ml), aflada 0.5 ml de la solucién W, (Cuadro 34.4)a las gotas, € incube
los protoplastos durante otros 5-10 minutos. La solucién W, puede
remplazar la W, en este paso de dilucién; sin embargo, €l uso de W,
debera someterse a monitoria cuidadosa ya que el DMSO puede dafiar
facilmente los protoplastos.

6) Afiada2 mlde medio de cultivo de protoplastos y lave los protoplastos
4-5 veces cuidadosamente con alicuotas de 2 ml de medio de cultivo
fresco. Cultive los productos de la fusiéon en la misma caja Petri, segtin
se describi6 anteriormente.
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Cuadro 34.4. Soluciones para lograr la fusién de .protaplastos.

'A) Solucién de PEG®

Componente Cantidad
PEG 1540 (peso molecular 1300-1600) 0g
CaCl,.2H,0 150 mg

KH,PO, ; ) 10 mg

B) Solu_clonés de lavado®

Camponente : Grupo-a . Grupo b . Grupoc-: v

(cant.) (cant.) (cant.)
Glucosa — 108¢g 108 g
Glicina 750 mg — —
CaCl,.2H,0 — 147g 147 g
DMSO — — 10% viv: !
pH 10:5 — —

W, = Mezcla de grupo a.+ grupo b (1:1)
W, = Mezcla de grupo a + grupo ¢ (1.

o

a. En 100 ml de’ agua bidestilada; cdant. = cantidad.

Observe finalmente el proceso de fusién de los protoplastos bajo un
microscopio invertido. La aplicacién rutinaria de este procedimiento ha
producido heterocariontes de varias especies vegetales con un eficiencia
del 39%-5%. Los heterocariontes se reconocen facilmente por su contenido
de cloroplastos (originados en el meséfilo) y por la presencia de filamentos
citoplasmicos (originados en la suspensién celular).

Métodos citolgicos para protoplastos

Los protoplastos de las plantas son muy fragiles; por tanto, es preciso
modificar las técnicas convencionales de coloracion y fijacién para conser-
var sus caracteristicas estructurales. Kao (1982) ofrece el siguiente-método
sencillo para colorear el nucleo y los cromosomas de los protoplastos:

1) Mezcle 1 volumen de protoplastos purificados con 9 volumenes de un
fijador y deje los protoplastos en el fijador durante un dia a 50C.(Se
pueden conservar los protoplastos en este fijador hasta 2 semanas.)

2) Coloque una gota de 20 ul de protoplastos fijados en un portaobjeto
del microscopio y afiada lentamente 50 ul dela solumén de fucsina
‘modificada. . :
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3) Coloque cuidadosamente un cubreobjeto sobre la gota y deje que se
desarrolle la coloracién durante un lapso de unos minutos hasta una
hora.

4) Apriete cuidadosamente la preparacién y selle el portaobjeto con cera
viscosa.

Este método se consider6 adecuado para colorear el nucleo y los cromo-
somas de diferentes especies. La intensidad de la coloracién en el nicleo
varia de una especie vegetal a otra y permite diferenciar el niicleo y los
cromosomas de los heterocariontes (Constabel et al., 1975; Szabadoset al.,
1981).
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