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RESUMEN

En- este trabajo se reporta un método para la
obtencién de protoplastos a partir de hojas en
Citrus aurantiwm, el cual por su importancia
pensamos que abre nuevas perspectivas de traba-
j0 en los programas de mejoramiento y resisten
cia a enfermedades. -

Este trabajo se realizdé con hojas y no ca-
llus como plantean los autores consultados, por
eso pensamos que es importante haber obtenido
resultados satisfactorios.

Baspuds de numerosos ensayos, se determiné
variar algunos pardmetros como fueron: el tiem-
p6 de infiltracidn al vacio, concentracién de
sulfato dextran de potasio (SDP), la forma de
uso de las enzimas y la agitacidn e incubacidn
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previa a 37°C antes de afiadir la mezcla enzimi-
tica.

ABSTRACT

In this paper we report a method to obtain
protoplasts from leaves of Citrusaurantiwm be-

cause of its importance in plant breeding and
disease~resistance programs of study in our
country

This work was done with leaves and not with
callus, thats why we think it has been very im-
portant to obtain satisfactory results.

After several assays, we made variations to
some of the parameters: vacuum infiltration,
concentration of PDS, ways of use of the enzy-
mes, stirring and previous incubation at 37 C
before adding the enzimatic mixture.

INTRODUCCION

La obtencidn de protoplastos vegetales duran-
te la Gltima década ha sido y es una técnica
muy utilizada con diferentes fines, en los pro-
gramas de mejoramiento (Cocking, 1973).

Ademds como plantearon algunos autores (Vardi
et al., 1975) en sus estudios en protoplastos
de Citrus sinensis, en este caso esta técnica
reviste alin mayor importancia por las caracte-
risticas gue presentan los citricos, que hacen
diffcil los estudios gendéticos, como son: la fa
se juvenil, los diferentes fendmenos de esteri--
lidad, ademds de la embrionia nucelar.

También debe tenerse en cuenta lo planteado
por diferentes autores con respecto a los pro-
toplastos, como son: la capacidad de los mismos
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de regenerar la pared celular, dividirse, crecer
en medio de cultivo, regenerar plantas enteras,
{Takebe et, al, 1971; Nitsch y Ohyama, 1971},
fusionarse e incorporar macromoléculas, virus
v pequefias partfculas {(Cocking, 1975; Carlson,
1973; Wagner et al, op cit).

Poxr consigulente los protoplastos se han conver
tido en objeto de interds para los fisidlogos,

genetistas vegetales y mejoradores.

Seqgiin otros investigadores (Melchers y Labib,
1973), los protoplastos son de gran importancia
para los programas de mejoramiento y para la ge
nética, asi como para la resistencia a enferme-
dades (Cocking, 1973), por el hecho de que me-
diante los mismos se pueden multiplicar a volun
tad genotipos particulares, es posible hacer in
duccidn y seleccién de mutantes aplicando méto-
dos microbioldgicos (Chalef y Carlson, 1975, la
incorporacién de organelos y de material genétl
co extrafio (Wagner er al, op cit.) se podrian
hacer estudios de herencia extracromosdmica (Co
cking, 1975 y por otra parte en la produccidn
de hibridos inter-especificos e intergenéricos,
gque tienen gran importancia desde el punto de
vista de la resistencia a enfermedades (Coc-
king, 1973). 4

Todas estas razones fueron las que nos lleva-
ron a plantear los cbjetivos de nuestro trabajo,
que fue la de buscar un método de bbtencidn de
protoplastos en citricos a partir de hojas, gque
aprendimos en el Instituto de Investigaciones
Bioldgicas de la Academia de Cilencias de Hun-
gria (Szeged), y la cual tuvo que ser modifica-
da por nosotros, va gue las técnicas gue se plan
tean en la literatura {Harms y Potrykus, 1980)
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Yy Vardi et al, 1975; Vardi y Raveh , 1976), ais
lan los protoplastos a partir de callus ¥ no a
partir de hojas de citricos.

MATERIALES Y METODOS

Se aislaron les protoplastos a partir de ho-
jas de las ramas jévenes de Citrus aurantium.

Como el objetivo no era el contec de los mis
mos para mediy los rendimientos, sino verificar
esta técnica, asi como realizar su montaje, no
se pesaron las hojas sino que se tom$ una mues-
tra de 4-5 hojas.

La técnica de la preparacidn del tejido estd
reflejada en la Fig. 1, asi como el procesc a
seguir en la Fig. 2 en las cuales se refleja to
da esta metodologia, sSlo debemos afiadir que la
solucién N° ! mencionada en dichos esquemas
contiene) 0,14 M sacarosa + 0,28 M manitol +
+ 0,28 M sorbitol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la obtencidn de protoplastos conccemos
que hay que tener en cuenta toda una serie de
de reguerimientos para poder obtener resultados
satisfactorios.

Por este motivo se realizaron numerosos ex-
perimentos para encontrar los pardmetros Spti-
mos con respecto a la concentracidn y forma de
preparacidon de las en2imas a utilizar, el tipo
de hoja a seleccionar, la temperatura y el tiem _
po de incubacidn asi como la agitacidn adecua-
da. Con respecto al tipo de hoja, disefiamos un
nuevo método, ya gque hasta el momento por la 1i
teratura consultada, la obtencidén de protoplas-
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tos en citricos se ha realizado a partir de ca-
1lus y no de hojas; por tal motivo decidimos es
coger las hojas de las ramas mds jévenes penséﬁ
do gue el tejido era mds adecuado para este tis
po de experimento.

Los pardmetros que variamos a diferencia de
lo planteado para callus (Vardi, et al, 1975),
fueron 1la concentracidn de SDP, la forma de
uso de las enzimas, la agitacién que fue dife-
rente y ademds gue usamos la incubacidn previa
del tejido a 37 C antes de afiadirle la mezcla
enzimdtica. Como se puede observar en las Figu-
ras 3,4,5 y 6, se obtienen diferentes etapas
del proceso de lavado, seguido en este método

para aislar a los protoplastos de los demds res
tos celulares.

En la Figura 6, ya se observan los protoplas
tos completamente aislados y listos para su pos
terior plaguec y propagacidn.

Loa parametros que variamos consideramos ha-
yvan sido producto de que se parte de diferente
material vegetal y ello necesariamente altera
las condiciones del experimento. Si el estabili
zador cosmbtico utilizado por algunos autores
{(Vardi, et al. 1975), fue el mejor para noso-
tros también.

Pensamos que a pesar de que no se efectud
el ponteo de los protoplastos, obtuvimes una
cantidad adecuada a pesar de que fue una mues-
tra representativa para hacer éste estudio pre-
liminar.

Por Gltimo la unica difigultad presentada
fue el tiempo de infiltracién alk vacio del te-
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jido, ya que pensamos que en el caso de los ci-
tricos, a diferencia del tabaco (Santiesteban
et al, 1980), 1la infiltracién tiene que ser ma-

yor porgue los aceites esenciales dificultan
la misma.

CONCLUSIONES

En este trabajo se reporta un método de cb-
tencién de protoplastos a partir de hojas en
Citrus aurantium gue hasta el momento por la 1i
teratura consultada no se habia reportado. Por
este motivo consideramos que es importante con-
tar con un nuevo métcdo que no necesita de la
formacidn de callus para su obtencidn, sino que
a partir directamente de una parte de la plan-

ta, en este caso las hojas, es posible obtener-
los.

Este estudio, aunque preliminar, abre nuevas
vias en los programas de mejoramiento y resis-—
tencia a enfermedades en los citricos.
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lgr DE HOJAS DE B
Citrus qurantium -
DE RAMAS JOVENES :

l

SOLUCION DETERGENTE -
0,5% DURANTE I1Omn. , R

: |
SOLUCION ALCOHOL 70% AVaDE !

DURANTE S5mn. ‘ﬁ
e |
SOLUCION DE HIPOCLORITO

DE SODI0O 5% DURANTE 20mn. j

AGUA TRIDESTILADA 5mn. l
il |

SECADO DE LAS HOJAS

CON PAPEL DE FILTRO ESTERIL

!

ELIMINACION DEL NERVIO CENTRAL
Y CORTE TRANSVERSAL DE LAS
HOJAS APROXIMADAMENTE 0,5~ imm.
ANCHO

N

Fig. 1. Preparacién del tejido.
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HOJAS
v

CORTE DE LAS HOJAS

¥

INFILTRACION AL
VACIO DURANTE '5'
EN 20ml SOLUCION N°!

|

INCUBAR EL TEJIDO EN
20ml SOLUCION N°I

| HORA A 37°%c- 38°;

|

ELIMINAR SOL. N°I N
POR DECANTACION

-

RENOVAR POR 20ml SOL N°l
FRESCA+I1% macerocyma R-10
+ 1% Colulasa "Onozuka” R-10 .
+0,5% PDS ajustar &l PH 5,6

|

Poner ¢n .bafiec ¢ 37% y en
zaranda a 40-50 golpes por
minsto durante 3 horas

7

_ FILTRAR

Lavar 3 vaces con sol N° !’
Kz 0,7 M por centrifugacion
a 6000 rpm dusants 3

\

OBSERVAR AL MICROSCOPIC

Fig. 2. Esquema del proceso seguido para la ob-
tencidn de protoplastos.

106



Fig. 3. Agrupacidn de protoplastos obtenidos
en Citrus aqurantium.

Fig. 4. Protoplastos resultantes después del
primer lavado.
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; Fig. 5. Protoplastos obtenidos después de
realizado el segundo lavado.

- Fig. 6. Protoplastos cobtenidos al final del
" proceso de lavado.
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