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INTRODUCCION

La Biolecnologia es una 4rea de la Biolcgla. 1lamada tambidn
Tecnologla Bioldgica cuyo objetivo es el manejo v utilizacidn de
oraanismos vivos para producir bienes y servicios con una
utilidad econdmiza v social. Dicha drea ha crecido enormemente en
los siltimos aNos. conforme se ha ido conociendo mejor las

funciones vitales de los organismos,

Su importancia estriba en la potencialidad que tiene como factor
de desarrollo social, va hﬁe se puede hacer uso de metabolitos
tales como enzimas, hormonas, vitaminas.  antibidticos v
anticuerpos, Encuentra  también aplicacidn en la industria
alimentaria con la obtencidén de nuevos productos nutricionales
mas ricos: en el combate 3 la contaminacidn. con la utilizacidn
de microoraanismos aue metabolicen los desechos orgdnicos. vy en

la agricultura. en donde ha propiciado importantes avances debido



2 las modernas técnicas de ingenier{a gendtica v de rultivo de

teiidas vegetales.

El nultivo in vitro de cdlulas. tejidos v drganos de plantas es
una de las ramas de la Biotecnoloafa aque cobra mayor importancia
en  la actualidad. cuando los problemas  alimenticios ¥

demoardficos son particularmente agudos.

El cultivo de teiidos vegetales se basa en el principio de la
totipotencialidad que marca gue cada célula de la planta tiene el
potencial para regenerar una planta completa iqual de la aque
proviene, si s provista de las condiciones adecuadas para sy

desarrollo (Augd, 1982},

En teoria. si experimentalmente a estas c¢lulas en cultivo se les
modifica genéticamente podrian transmitir a las células hiias
esta informacidn v las nuevas plantas adauiririan  nuevas

caracteristicas genéticas.



En  particular. los exeerimentos con protoplastos (células
desprovistas de pared celular) procedentes de diversos liros de
teiido de plantas. han probade ser adecuados en la obtencidn de
variedades de plantas con capacidad mejorada para resistir
slagas, tolerar medios ambientes adversos v producir alimentos a
través de modificaciones genélicas, tales como fusidn vy

transformacion celular (Roberi. 1981},

Desde ahora se puede vislumbrar que el aislamiento v cultivo de
proloplastos vegetales. serd en el fubluro prdxime. un cameo de
importancia. va aue. las plantas de ylilidad econdmica podrdn
adauirir caracteristicas agendticas tan importantes come la
canacidad de fijar nitrégeno atmosférico. la resistencia a alguna

plaga o tolerancia a elevadas concentraciones de salinidad.



OBJETIVO GENERAL

Implementar 1a metodologia para la obtencidn de un extracte
enzimitico necesario para el aislamiento de protoplastos dv

células vegetales,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

//'
~Dbtener un extracto enzimdtico a partir de hongos del adnero

{richoderma. rcapaz de degradar la pared celular de vegetales

syperiores.

~tilizar el extracto enzimdtico obtenido con el propgsito de

aislar protonlastos 3 partir de la planta Catharanthus roseus.




HIPOTESIS

Las modificaciones a los métodos conoridos para 1a obtencidn dv
extractos enzimdlicos a partir de homrgos del adnero Trichoderma
resultardn dptimos para el aislamiento de protoplastos de

vegetales superiores como Latharanthus roseus.




PLANTEANIENTO DEL PROBLEMA

En  las técnicas de Cultive de tejidos vegetales el  uso
ue protoplastos viegetales se hace cada vez mas extensivo, va que
gstos ofrecen un gran potencial como herramienta prometedors en
wstudins de ciencia bdsica v/o aplicada, como el mejoramiento de

plantas de interés agricola e ibdustrial.

El mejoramiento de especies vegetales de interds agroindustrial
puede ser 1levado a cabo mediante fusiones y transformacidn de
protorlastos, En el aislamientoc de estos protoplastos. es
aesesario el wso de alaunas  enzimas como  celulasas.
hemicelulasas. pectinasas. entre otras. las cuales son

elaboradas por compatiias extranjeras.

Se han reportado aue cigrtos hongos filamentosos, especificamente

del génerc Trichoderma producen enzimas que degradan paredes

-



celulares de veoelales superiores. Es muy importante desarvellar
un medio de cultivo cuyas caracteristicas parmitan 13 eroduccidn
de estas enzimas. com 1o cual se favoreceria en oran medida el

fitomejoramiento de especies comercialmente impoviantes,



ANTECEDENTES

El &rea de la biotecnoloaia en los dltimos anos ha causado un
upacto  imprasionante en los medins cieptificos, tacnolégicos,
social v finmanciero a nivel mundial. Este impacto se debe,
vsencialmente a3l potencial casi ilimitado de las tecnologias
bioldgicas para producir econémicamente una extensa variedad de
sustancias en un futurc cercano y al desarrollo de las tecnicas
de Ingenieria Gendtica., Fusidn Celular v Cultivos de Tejidos
{animales y vegelales) y sus posibles aplicaciones {(Sinchez,

1983:.

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que se
refieren al cultiva in vitro (en medios nutritivos adecuados) de
todas las partes de la planta bajo condiciones asépticas, va sean
células aisladas, tejidos iraiz, tallos, hojas. ete.) u drgancs

{embriones. anieras. polen, etc.) (Mavarrn, 19875,



Estac tecnicas tienen aran potencial coma herramienta en estudios
basicos v aplicados. como el aislamiento y fusidn de protoplastos
vegetales. va aue sus implicaciones son de gran  alecanee, por
estar aislados del conjunto de células. Cada protoplasto puede
ser utilizado como un sistema celular individual, lo que permite
manejarin igual que a un microorganismo, hecho que nos permite
efectuar estudins de fitomejoramientq e hibridacion somdtica
{Barba. 1987): tambizn son un medic dtil para estudics basicos de
Bioguimica, Genética, Fatologia. Morfologia v Embrinlogia vegetal
{Gamborg, 19815, pues los protoplastos tienen la capacidad de
captar para si organelos (cloroplastos, mitocondrias, ete,) o
informacion genética ajena ADN viral o bacteriano, ete. {Gamborg,

{8+ Barba. i9&7}.

PROTOPLASTOS

En 1880 Hanstein propuso el término protoplasto para designar a

12 unidad del protoplasma conlenido dentro de una célula: dicho



e otras palabras, 21 protoplasto es la unidad homeostitica
basica de la ctlula en que no esta involucrada la pared celular
{Barba, 1987). La operacion fundamental en el aislamiente de
protoplastos es la remocidn de 1a pared celular sin causar daru

al interior de la célula (Larkin. 1974},

Los wrotoplastos vegetales son celulas esféricas. con didmetro
entre 23 y 60 um cuya apariencia varia segun el tejido del gue
son obienidos.  generalments poseen una vacuola central
cloroplastos hogogeneamente distribuidos en la periferia. EL
e len es inconspicud v en algunos se pueden observar movimientos
de  ciclosis de protoplasma celular. L3 capacidad de wun
protoplasto para scbrevivir en un medio artificial varia segin su
especie v las condiciones fisiologicas de las planta madre

(Roberl, 1981,

Kuster en i909 reporto el zislamiento v fusidn de srotoplastos

vegetales, pero no pudd mantener vivos a los productos de esta

fusion por mucho tiempo. debido a que los conocimientos sobre

..10_



fisioloaiz v  nutricion vegetal eran, en  aquella epoca
insuficientes (Barba, 1987). Sin embargo, la toctipotencialidad en
erotoplastos no fue demostrada hasta 1971 por Takebe cuando
regenary plantas intactas con protoplastos de tabaco (Evans

Bravo. 1983: Paredes. 19395:.

furante la década de los 70‘s se realizd un gran wimero de
investigaciones enfocadas a estudios de  embriogénesis.
organcgenesis. hibridacidn, diferemciacidn, fitcpatolegia,

citoelogia, mutagenesis y produccisn de metabolitns  secundarios.

En los 4ltimos atios se ha incrementado el nfimerc de cientificos
que utilizan la técnica de cultivo de tejides, organos y células

aisladas en investigaciones para mejoramiento de plantas.

Las técnicas vy avances relacionados com los protoplastos se
romontan  al  erimer reporte del aiclamiento v obtencidgn de wun
protoplasto por Klercker en 1892 que fue llevado 3 cabo por medio

del método mecdnico, el cual conrsistid en sumergir el tejido en

-il-



una splucidn hipertdnica. provocando con ello plasmélisisy va
plasmelizadas las células. se secciond el tejido ¥ se  liberaron

los protoplastos (Constabel. 1982; Paredss, 17385 Rarba. 19873,

En i960. Edward C. Cocking los aislé por primera vez utilizando
2] método enzimdtico, 21 cual empleaba un extracio enzimatico que
degradaba la paredes celulares {Cocking, 1960: [Dodds y Roberts,
1982 Constabel 1982: Evans v Bravo, 1983: Paredes. [985: Barba.
1987}, CLocking empleis ecejulasas obtenidas a partir de un cultive

{iltrado del hongo Myrothecium verrucaria para aislar grandes

vantidades de protoplastos de raices de jitomate (Cocking, 1940

Robert. 1981: Barba. 1987}.

Por el mitodo enzimitico se han aislado protolastos a partir de

miltiples especies y de casi todas las partes vegetales. Algqunos

ejemplares se enlistan en la Tabla Na. .

_12..



Tabla No,

Tipa de Tejido Referancias

Raiz Cocking 1960
Midulos Radiculares Davey y Short 1973
Fericarpio Skene 974
Tejidos Frutales Gregory y Cocking 1963
Fetalos Florales Potrykus 1971
fubdroulos Lorenzini i%73
Endospermo Hotovoshi {972
Células de Mesdfils Shepard y Totien 1977
fejido Tumoroso Soweroff v col. 1973

Eienplos de Tejidos de

par

el Hétodo

Enzimatico

donds han sido aisladaos erotoplastos

(EBarba.

1987).



La mejor fuente para el aislamiento de protoplastos son las hojas
en estado  juvenil v 2on un erecimiznto activa o las cdlulas
cultivadas en medio liquido. que prasentan gran potencial de

crecimients, Para aislar protoplastos de onlantas, tejides
organos  con mayor grado de dificultad se utilizan otras enzimas
2N combinasicn eon extractos comerciales. por ejemplos helicasa,
wextraido  del caracol Helix pomatia) para aislar protopiastos de
papa; tolonasa, lpectinasal para aislar protorlastos de callos de
arroz:  glusulasa, utilizada para aislar protoslastos de cebadas

zimolasa, una preparacién enzimatica cruda de Arthrobacter luteus

para el aislamiento de protoplastos de polen (Evans y Bravo.

i983),

Para el aislamiento de protoplastos por metodos enzimdticos es
nacesaric conocer varios tactores:

-La estructiura. componentes v constitucidn de la pared celular.

-l os microorganismos capaces de produciy enzimas aue degradan la

pared celular a tratar.

_l4_



los medios de cultive especificos pars obtesney una mdxima

actividad enzimitica por parte del microorganismo seleccionade.

-Las lécpicas para aislamiento de protoplastos por digestidn

enzigatica de la pared celilar.

~Los medios de cultivo especificos para la estabilidad csmética v

la regeneracidn de la pared celular de protoplastos aislados.

PARED CELULAR

Fara la cblencidn de srotoplastos vegetales existe una barrera
(isioldgica natuyral, la pared celular. Dicha pared determina en
gran parte la forpa de la odlula v representa una especie de
wsoesqueleto aque protege vy le da sostén mecdnico a 1a oflula, a
la par sirve para mantensr ] balance con la presidm osmética. La
estructura de la pared celular puede ser comparada con la de un

pidstico reforzado con fibras de vidrio. vya que estd copstituida



ror un reticulo microfibrilar incluido en una matriz de moleculas
unidas entre  si. las  microfibrillas  estan compuestas

erincipalmente por calulosa {Robertis v Robartis. 1982).

Los componentzs primarios de la pared celular son: celulosa,
hemicelulosa v pectina. La welulosa 25 un polimero lipeal de D-
glucosa ‘con enlaces bela-1,4; =] peso molecular puede variar
wntre 50,000 v 2/500.000 d en diferentes especies. La
hemicelulosa existz en menor cantidad v aparece como una mezcla
de polimeros de gluecosa. galactssa, manosa, arahinosa vy xilosa,
muchos de  estos carbohidratos estdn ligados con ambos enlaces
beta~1.4 y beta-1,3. La pectina comprende cerca del 5% ds la
vared celular primaria y es importante en la estructura de la
pared celular vy 1la estabilidad sntre células vegetales, La
pectina en un polimero de metil-U-galacturonato conectado con
enjaces aifa-i.4 con peso molecular de 25,000 a 34,000 d. Ademds.
las  paredes celylares contienen ektensinas. un complemento
ylicoproteinico unido a las fibras de celulosa. v muchos lipidos

indefinidos {(Evans v Bravo. i983).

_16_



Los componentes mencionados anteriormente deben considerarse de
gran importancia para la degradacidm de la pared c2lular v por

consecusncia la obtencitn de protoplastos vegetales,

ORGANISMOS QUE DEGRADAN LA CELULOSA

La pared celular de vegetales superiores puede ser degradada por
extractos enzimdticos, oue estdn constituidos por eelulasas,
' by - .
hemicelulasas, pectinasas, glucanasa, ete.. estas som producidas
por  bacterias. hongos, actinomicetos y alounos  anmimales
invertebrados, La investigaciones sobre produccidn de celulasas
ha sido restringida 2 fuentes microbianas que wutilizan come
fuente de carbono distinins compuestos carbonados presentes en

las paredes celulares (Fhilips y Humphersy. 1983: Laborda, 1934).

Las especies de bacterias y hongos que degradan la celulosa han

cido aisladas de tierra. madera en estado de putrefaccidn o



materiales texbiles. Fhilips y Humpherey en 1982 enlistan a
varios géneros de actinomicetos, bacterias, y hongos que tienen

1a capacidad de degradar celulnsa como se enlista en la Tabla

No. 2.

Tabla No, 2

ACTINGMICETOS BACTERIAS HONGOS

Actinomices Llostridium Trichoderma

Streptomices Cellulomonas Aspergillus

Termamospora Cellvibrio Penicillium
Lytorhaga Sporotrichum
Sporocytophaga Fusarium
Corynebacterium Stachybotrys

Géneros de actinomicetos, bacterias y hongos que descomponen la
celylosa (Philips v Humeherey, 1983),

18-



Tavondmicamente los actinomicetos exhiben propiedades comunes de
hangos v bacterias. varias especies de estos producen celulasas

que son secretadas al medio de cultivo,

Las bacterias aque descomponen la celulosa son tanto anaerchias
como aerchbias. La produccidn de calulasas por bacterias es
constitutiva, los niveles de celulasas producidas por bacterias
son tipicamente bajas., que los niveles gque producen los hongos. y
en algunos casos, las celulasas son intracelulares (Philips v

Humpharey, 1983},

La produccidn de celulasas por hongos es mas frecuentemente
gtilizada: el complejo enzimgtico es inducido o aumentada por la
oresencia de celulosa como sustrato. Las celulasas producidas por
honges  son  usualmente secretadas en el medic de  cultivo
{Sternberg, 1%78: Philips v Humpherev, 1983: Huitrdn, 1983:

Crueger v Lrueger. 19345,

-9~




Mo existen publicaciones de comparaciones cuantitativas de la
actividad celylolitica entre hongos. bacterias vy actinemicetos.

Estas han sido rerortadas en muchos laboratorios por separado v
solo en  algunas especies. eon diferentes medios de cultive,
diferentes sustratos. condiciones de cultive v diferentes
metddos de mediciones de actividad., ete. (Philips vy Humpherey,

1983},

Hiles de wmicroorganismos tienen la habilidad para crecer sobre
celulosa.  Aunque muchos de estos crecen verdaderamente ripido.

pere solo unos pocos son capaces de producir in vitro celulasas

extracelulares capaces de convertir celulosa cristalina a glucosa

{Sternherg, 1%74).

La Tabla No. 3 enlista a los orcanismos probados por  Starnberg

para sy actividad celulnlitica.



Tabla No, 3

CEPA

Trichoderma viride GM&a (cepa silvestra:

Trichoderna viride OM?123

Trichoderma viride GH2414

Trichoderma viride GM731ls

Streptomyces sp GM3514

Pepicillium iriensis GM624

Crysosporium lignorum GMR14%5

Pestalotiopsis westerdikii GM381

Sporotrichum sp GMBOL

Crysosporium eruinosum BM8Ze

Urganismos probados por Stenberg para la produccitn de celulasas

{Stenberg. 1978;.



Muchos de estos microorganismos aislados producen celulasas
extracelylares gque realmente hidrolizan los derivados de la
celulosa  tales como  carboximetil-celulesa v celulosa
microoristalina,  serc solo pocos tiemen la habilidad para
hidrolizar extensivamente 1la celulosa nativa, De los cultivos
filtrados los w®as activos son a partir de T.viride OMba
{Sternberg, 19753,  Un  incremento adicional fue obtenids
irradiando conidias con wun acelerador lineal de particulas,
resultande la mutante T, viride GH7123 con el doble de actividad
de la cepa original. Un tratamientc posterior utilizando
irradiacidn gama. origind la cepa de T. viride QM?414, con alta

actividad celulolitica {(Menezes vy Menezes. 1933,

le manzra general, las especies del género Trichoderma han sido
las mas utilizadas para producir extractos enzimdticos para
degradar paredes celulares de bacterias, hongos y vegetales
superiores. va oue ostos utilizan como fuente de carbono
distintos compuestos carbonados como: celulosa microcristalina

{Sternherg. 1974 Brown, 1976). hagazo de cafla (informacidn



obtenida en el I.M.C.P.. U de §) bagazo y pulpa de remolacha
{Illanes v Shaffeld, 1982: GShaffeld vy Illanes, 1983: Larios,
1984), quitina (De Vries v Wessels, 1973a: Peberdy o Isaac. 1974)

laminarina (Peberdy e Isaac. 1976} ete.

Entre las 2species del género Trichoderma aue se han reportado
mas eficientes para este fin son: T. koningii (Crueger y Crueger,
1964 7. album ({Larios, 1984), T. viride (Demain, 1974:
Sternberg, 1976; Brown, 1976; Philips y Humpherey, 1983; Crueger
v Crueger, 1934: Pawer v Locking, 1970; Shaffeld e Illanes, 1983)
y T. harzianum (De Vries y Wessels, 1973a: De Vries y Wessels,

1973b: Peberdy e Isaar. 1976; Peberdy. 1979;.

En particular las cepas de T.harzianum han sido utilizadas en la
glabaracidn de extractos enzimdticos para la degradacidn de
varedes celulares de otros hongos. estos extractos utilizan como
fuente de carbono quitina. laminarina, glucano, etc.. que estén
presentes en las paredes celulares de los hongos, ‘por ende astaos

compuestos  inducen la produceidn de quitinasas. laminariasas,



glucanasas, ete.. activas en las paredes celulares d2  hongos

basidiomicetos (e Vries v Wessals, 1973a).

Las cepas de T, vyiride son utilizadas extensivament2 para la
produccidn  industrial de extractos enzimidticosque degradan 1a
pared celular de vegetales superiores. tal es el caso de Kinki
Yakult Co.  {Japdn) Y Calbiochem (USA). HMuchas de astas
preparaciones  de enzimas comevciales  contienen  sustancias
tonicas, esto incluye vibonucleasas, proteasas. lipasas. v otras
enzimas fendlicas v sales. Shenk v Hildebrand en 1949 purificaron
celiulasas comerciales para 2liminar compuestos tdxicons en un
intentc para incrementar la eroduccidn vy  viabilidad de

protoplastos vegetales (Evans y Bravo. 1983,

Fara la produccidn de celulasas con T.viride GM9414 utilizan el
medio de cultivo desarrollado por Mandels y Reese en 1957, el
cual es suplementado con una sola fuente de carbono. como
celulosa microcristalina (que por ende induce la produccidn de

celulasas), ademds contiene (MNHA)2S04 v urea como  fuents




nitrogena:  los  minerales restantes son  los  tipicamente
establecidos en medios formulados para cultivos de hongos, La
produceidn de celylasas es incrementada con la adicidn de peptona
biotriptasa que sirve para acelerar el crecimiento del hongo v la
produccidn de enzimas. E1 Tween 80 incrementa la permeabilidad de
ia membrana celular permitiendo la rdpida secrecidn de la enzima

al medio de cultive,

En la aceidn del complejo celulolftico no participa wuna sola
enzina  sino un conjunto de aproximadamente &0 actividades
enzimiticas (Montenecourt, 1985}, que han demostrade estar
sujetas a controles metabdlicos de induccidn, imhibicidn v
represidn por fuentes de carbono rdeidamente metabolizables

{Ehaffeld @ Illanes, {983: Huitrdnm, 1983: Larios, 1983),

ndicionalmente las hemicelulasas tambi#n son nesesarias para la
recaleitracidn del tejide. Las pectinasas son utilizadas junto a
tas anteriores para aislar protoplastos. sin embargo cuando se

utilizan sclo pectinasas., estas son efectivas para la separacidn



de rcélulas de explantes de hoja v para aislar orotoplastos de

tajidas frutales (Evans v Brava. 1983).

El rendimpiento vy viabilidad de los protoelastos depende de la
fuznte original tvegetal), la calidad de las enzimas utilizadas
para degradar la pared, 1a estabilidad del elasmalema y las
condiciones del cultivo, Mo existe un mdtodo estdndar para el
cultive de protoplastos, cada tieo de tejido y cada Iinea celular
pOsag prﬁblemas especiales que deberdn ser solucionados mediante
un  ajuste empirico de las condiciones de aislaminte {(Constabel.

19825,

Las técnicas de aislami=nto de protoplastos utilizando extractos
enzimdticos 25 de gran importancia en los laboratorios de
investigacisn  interssados en  la obtencidn de protoplastos a
vartir de vegetales superiores, los ouales buscan ohtener

especias mas eficientes en materia agricola v farmacéutica.

fesde 2] punto de vista agricola han sido las  plantas

..‘zi._"_



monccotileddneas las mas estudiadas (astas eresentan mayor grade
de dificultad de regenerar plantas a partir de protoplastos) va
que en ellas se incluyen los cereales come 21 trigo. maiz,
centeno,  avena, ete,  (Robert, 19813,  Sin  embarge las
dicotiledéneas son ampliamente estudiadas en el aislamientn de
srotoplastos v raogeneracidn de plantas completas como ejemplo:
Kao v enl., con Glicine max {frijol soya) en 1970; Gamborg y col.

won Fhaseolus vulgaris {frijol) en 1974: Gamhorg vy col. con

Vicia hajastana ‘habaj en 1974. En especies forrajeras., la fusidn
de  protoplastos en oultivo v 1a regeneracidn es reportada por
Gresshoff en 1979 en Trifolium repens (trebol blancon). En 1o gue
s2 vefiere a Medicago sativa (alfalfa), Dos Santos y col.
investigan la formacién de embricmes y drganos por fusidn de

protoplastos (Dos Santos, 1980:.

El avame mas notorio en este campo es el realizado por 21 Dy,
Helchers en 1978, que fusiond protoplastos de Lycopersicum

esculentum {jitomate} con protoplastos de- S5olanum  tuberosum

{papaj. la cual did como resultado la planta llamada "jitopapa®.



En asta area se pretende obtener hibridos somiticos, con un mayor
indice de productividad. tolerancia a temperaturas adversas, a
elavadas concentracines de sal. resistencia a plagas, entre otras

(Robert. 19391;.

Fara la industria farmacéutica, la importancia radica en la
sosibilidad de obtener rlantas hibridas por  fusidn de
protoplasios vegetales con capacidad para producir sustancias
paturales de interds farmacdutice tales como:  terpenoides.
estaroides. alcaloides. =te.. en niveles por arriba de los

normalmente sintetizados (Robert. 1933).

Entre las familias gue han sido mds 2studiadas para este fin estd
12 familia Rubiaceae, que incluye al génerc Nicotiama del cual s
han obienido 11 hibridos intergenéricos en los cuales buscan

obtener hibridos hiperproductores de nicotina (Rebert, 19651, En

1a familia Solanaceae se incluyen las especies Atropa belladona

productora de atropina, Datura stramonium. [Datura innoxia gue

producen atropina v escopclamina (Ruiz, 1979: Robert. 1985, En
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1a familia Apocindceae se incluve Catharanthus roseus que produce

vinblastina y vincristina, los cuales son muy utilizados en
tratamiento de ouimioterapia {lewis v Lewis, 1?77: Lovola v

Reves, 1985).

Como sintesis el wuso de protoplastos vegetales ‘tiemen las

varacteristinas siguientas:

-Los protoplastos naturalmente o por induccidn pueden fusionarse.

y por 1o tanto es posible obtener hibridos somdticos .

-Presentan totipotencialidad, por lo cual es posible obtener de

sllns plantas completas,

~Debido  a sus caracteristicas intrinsscas. los protoplastes son
in excelente material de investigacidn en muchas dreas de

bicloala vegetal (Barba. 1937).



MATERIALES Y HETODOS

MEDIOS ¥ SOLUCICNES

103 D CULTIVO

Medio Papa-Dextrosa-Agar (Medio comercial Merck)

Componzntes

Infusisn de papas
Di+)-Glucosa

hgar -Agayr

En 200 ml. se disolvieron 7.69 g de PDA.

autoclave a 121 g C, eor 15 min.

-30..

g/l

4.6
20.0

150

se asterilizd an



MEDIO DE CULTIVD LIGUIDO "A" PARA T.viride GM?414 Y T. harzianum

CB5-354-33 (Sternberg, 1976).

Componentes

(NH4:2 S04
KHIPD4
Urez

CaCl2
Mg504., 7H20
Fa504, THZD
MnS04, TH20
InS04 . H20

CoCla, ceH2d

Celulosz microeristalina

Peptona bictriptasa

Tween 20

El pH fue ajustade a 5.7 con NaH 1,0M.

g/1

0.0014

0.002



Este medio de cultive fue desarrollado por Mandzls v Reese para
produccién de celulasas con 1. viride GM?414 (Starnberg, 1976) v

adartado en el laboratoric para T. harzianum CBS-354-33,

Todos los componentes del medio fueron disusltos en  agua
destilada vy aforados a3 1000 ml, exceptn la  rcelulosa
microcristalina v la urea. La celulosa fue agregada por separado
3 cuatro matraces de 1000 ml.. 1.87 9. a cada matraz, para luego
agregar 230 ml. del medio y ajustar el pH 2n cada uno con un
potencidmetro {Conductronic) a 3.7. para luego ser estrilizados
an  autoclave 2 i%l o por 13 min. La urea fue agregada por
filtracion estéril, con filtros de membrana Millipore de 0.45 um

(esto g2 realizod en un area astérili.



MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO °B" PARA T. viride GM9414 Y T. harzianum

CBS-354-33.
Eompﬁnentes g/l
KH2FO4 2.0
£ati2 0.3
MgS04, TH20 | 0.3
FaS04. 7H20 0.005
HnS04. H2t .0014
1n504. 7H20 {.0014
LoC12, TH2G 0,002
Licor da mafz 4,2
Celulosa microoristalina 7.3
Peptona biotriptasa 0.73
Tueen 20 . 400 ul.

El pH fue ajustade 3 5.7 con NaOH 1.0 M.



Este medio fue modificado, del reportado por Sternberg en 1976,
2n ¢l laboratorin para la produccisn de celulasas con 1, viride

QH3414 v T, harzianum CBS-254-33,

Los componentes del medio fueron disueltos en agua destilada
lexcepto la celulosal y aforado a 1000 ml. La celulosa fue
agregada 3 matraces de 1000 ml.. 1.87 g en cada umo. Lusgo se
agregaron 250 ml. del medio de cultive liquide "A" (mencionado

anteriormente}. Se ajustd =1 pH en cada une con un potencidmetro

(Condustronic) & 5.7 y esterilizados en autoclave a 121 ol. por

i9 min.



Lomponentes

NH4NO3
KNGS

£all2
Mg504, TH20
KHZPO4

K1

H3B03
Hn504. H20
In504. 7H20
Na2Mo04, 2H20
Cus0. 5H20

£aCl2.4H20

EDTA sal disédica

Taositnl

Ar, nicotinico

MEDIO DE CULTIVO MURASHINGE Y SKOOG OSMOTICO (BARBA, 1987}

.90

0. 44

.37

0.17

., 00083

0. 0062

9,022

0. (08

0.00023

0. 60002

0. 00002

G.043

3. 100

0. 0005



Piridoxina. HC1 _ 0.0005

Tiamina.HCL U. {3001

ANA 4. 0003

KIN i.0001

tacarnsa 3.6

dgar 20,0ten  ecultivo
sglido)

Sorbitel 130.4

El oH fue ajustado a 5.7 con NalH 1.0 M.

Todos los componentes dsl medio fueron disuletos en 500 ml, de
agua destilada {excerlo el agar). 250 ml. se separaron en un
mafraz. a los 25C¢ ml. restantes se les agregqd agar. S»

esferilizaron en autoclave a 121 of por 1S minutos,

El  medioc 1igquido es ulilizado para la purificacidn de
erotoplsatos, puss sirve como un estabilizador osmdtico. por la

presencia de sorbitol,



SOLUCIONES

SOLUCION DHS (Miller, 1957

Componentes 9/l
NaOH 10.G
NS 10.9

Tartrato de Na y & L0
Finol 2.0
Hetabisulfito de Na .3

En un determinado vaoliémen de agua destilada se adicionaron cada
yno de los reactivos lentamente en el orden como se encuentran
anteriormente.  Ya completamente disueltos se aford a 1000 ml. Se

almacend en frasco dmbar a temperatura ambiente.



AMORTIGUADOR DE CITRATOS 0.05 M

Citrato de Sodin 7.35 g/350 ml.

Ac, Citrico 2,06 9/25) ml,

Se aford el citrato de sodioc a 350 ml.. v con el doido oftrico se
tievd a un pH de 3.40.

So gquardé en refrigeracidn a 4 of.

SO UCION BSA (Scomps, 1982}

Suero de albimina de bovino 3. mg.

pgua destilada 5.0 ml.

los 5 mg de BSA se disolvieromen los & ml. de agua, =l
espactrofotometro se llewd a cero con un blanco con agua a 280

om, 1a solucidn de BSA fue leida tomando la densidad detica como



lectura A, despuss se hizo la siguiente ecuacidn:

&
-== £ 10 = peso real del B5A mg/ml.
&.7

SOLUCION BE GLUCOSA

Glucosa anhidra 20 mg.

Agua destilada 20 ml.

La gqlucosa anhidra se agregd a un matraz volumétrico de 20 al..
e} cual se aford con agua destilada para dar una concentracidn

final de img/ml.

ot



SOLUCTON BRADFORD (Bradford. 1976;

Azul brillante 100 mg.
Etancl al %57 0 ml.
Ac. Fosfdrico 83 100 al.
Agua destilada a 1000 al.

El Azul brillante v el etanol se mezclaron hasta disolverse bien

w0 un matraz sisndo almacenado en ohscuridad total todo un  dia.

Al dis siguiente se agread el ac., fosféricoy se filtrd em

membrana Millipore de 0.45 um aforando a 1000 ml.

Ze almacend en frasco smbar 3 temperatura amhisnte.

SOLUCION DE ETANOL
Etanol industrial 70 ml.
Agua destilada 30 ml.
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SOLUCION DE HIPOCLORITO DE Na

Hipoclorito de Sodio {clorox. marca comerciall 30 ml.

Agua destilada 50 ml.
Deterqenie {Tween £ 2 gotas

SOLUCION ENIIMATICA

Extractas enzimdticos {10 g/l
Sarbitol 130 q/1
Amor tiguadar de fosfatos 2 ml.
Agua destilada g anl.

Se ajustii a pH 5.8 con KOH 0.2 N,

El extracto enzimdtico s2 diluyd en el amortiguador de fosfatos,
Jespges se le adiciond el sorbiltol disuelto en agua destilada v

so  ajustd el pH. Posteriormente se filtré en membrana Millipore



.45 um, 5e filtrd en un drez estéril (campana de flujo laminar v

mecharo! vy se pasd a una placa Petri de vidrio tambidn estdril.

SOLUCION FBA (Larkin, 1976

Diacetato de fluoresceina 5 mg.

dcetona iml.

La salucidn stock se almacensd an refrigeracifn a 4 of en completa

obscur idad.

AMORTIGUADDR DE FOSFATOS 0.1 M

Componentes g/l
K2HPO4 10,74
KH2P04 10,38

El pH se ajustd a 5.7 con Ae. Citrien.



MATERIAL BIOLOGICO

-lepa de Trichoderma viride GM3414. obtenida del Instituto de

Hadera Celulosa v Papel de la Universidad de BGuadalajara.

-Cepa de Trichoderma harzianum CB3-354-33. donada por =] [,

J. Peberdy de Ia Universidad de Mottingham, Inglaterra.

~Plantas jdvenes de Catharanthus roseus., cultivadas en el Centro

de lnvestigacidn v Asistencia en Tecnologia v Disetio del Estade

de Jalisco. A.C. (CIATEJ).



METODOLOGIA

A CONTINUACION SE PRESENTA UN DIAGRAMA GENERAL SOBRE LA METODO'
LOGIA PLANEADA PARA ESTE TRABAJO. LA DESCRIPCION SE HA DIVIDIDO EN DOS

PARTES ! ¥ LA OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO Y %¥LA PRODUCCION DE
PROTOPLASTOS A PARTIR DE CATHARANTHUS ROSEUS

*
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RETODOLOGIA

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS A PARTIR DE LAS CEPAS DE

Trichoderma viride GM9414 ¥ Trichoderma harzianup CBS-354-33.

Crecimiento de las cepas en medio sélido

Conociepde 13 fisielogla y esporulacidn de 105 hangas
filamentosos altamante celulaliticos como T. viride GM?414 v T.
harziamup CBS-354-23, fueron propagados y mantenidos en placas
con medio nutritivo papa-dextrosa-agar (FDA! (ver seccidn de
medios de cultive) durante 8-10 dias; los primeros dos dias se
incubaron 3 27 of en estufa de incubacidn (Marca Presision) v el

resio s temparatura ambients hasta su esporulacidn.
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Obtencién de los extractos enzimiticos de Trichoderma viride

@M?414 y Trichoderma harzianum CBS-354-33 en medio de cultive
"A",

El medio de cultivo 1fquido "A® se refiere al medio desarrollado
para produccidn de celulasas con T,viride GM2414 por Mandels v
Reese en 1957 (Sternberg. 1974). Para T, harzianum CR5-354-23 o3
vepartado un medin de cultivo para extraclos enzimdticos para
degradar paredes de hopgos (PFeberdy & Isaac. 1976), por 1o
anterior se decidid utilizar osta cepa en el medico desarrollado

por Mandels ¥ Reese {ver seccidn de medios de cultiva).

El medio de cultivo fue ereparado y esterilizado en matraces de
1000ml., con 230 ml. de medic "A" en autoclave a 121 of por 15

min.

Posteriormente las esporas fueron "raspadas” de las placas de PDA

con cepas de T. wviride y T. harzianum {cada cepa en difersntes

matracesi, y resuspendidas cada placa 3 20 ml de una solucidn de



Tween 20 al 0.01%. Los mafraces fueron inoculados con 10 ml. de
suspencidn de esporas 2 temperalura ambientz, &n una drea
ésteril, Dichos matraces fueron incubados en agitador orbital
{New Brunswick, Hod. 5-23) por 120 horas 3 28 of a 180 rpm, v
menitoriando 1a cinética de incubacidn cada 24 horas (Fig. Mo

1.

Obtencidn de los extractos enzimiticos de Trichoderma viride

M9414 y Ttrichoderma harzianum CBS~354-33 en medio de cultivo

El medio desarrellado por Mandels v Reese ep 1957 llamado
anteriormente medic "&", fue medificado en el laboratorio
systituyends la fuente de nitrdgeno ({NH4}2504 v Ureal por um
sustrato usado como fuente de nitrdgeno 2n muchos procesos a gran
escala, vcomo el licor de malz, aque es  eficientemente
metabolizable., es formado durante la produccidn de almiddn de

malz. El extracts concentrado contiene numerosos  aminedcidos,



tales.  como alanina.  arginipa, ac. glutdmico, Isoleucina,
treonina, valina, fenilalanina, metionina y eisteina (Crueger v
Crueger, 1984), ademds es utilizado como estabilizador del pH
durante la incubacidn. Este medin fue llamado medio de cultivo

“B* (ver medios de cultivo).

El medio de cultivo *B" fue preparado con los mismos componentes
del medio "A", excepto el (NHA)2SD4 y Urea, substituldos con
licor de mafz, siendo 1a celulosa micracristalina 1a dniea fuente
de carbono. Asi mismo la esterilizacidn, inoculacisn e incubacidn
fue iqual como se menciona para el medic “4". De igual forma, en

este medin se utilizaron cepas de Trichoderma viride BM9414 v

Trichoderma harzianum £BS-354-33. Los muestreos se  llevaron a

caho cada 24 horas para gonitorear la cinética de  inmcuhacidn
AY

tFia. No. 13,
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Huestreos

Las primeras muestras fueron tomadas a las 28 h. de incubacidn,
de cada matraz fueron tomados de 2 2 4 ml. de medio de rcultive,
en  tubos de 1OXI00 mm. en un drea estdril. los tubos fueron
selladas con pldstico autoadherible y posteriormente congelados a

-20aC.

E) mismo procedimiento se realizd cada 24 h. hasta el término de
la incubacidn (120 h.), para que posteriormente se efectuaran las
determinaciones de pH, actividad celulolitica y concentracidn de

proteinas (Fig. No. 1).

Determinacidn de pH.

{as muestras fueron descongeladas vy llevadas a  temperatura
anmbients, el pH fue determinado en el mismo tubo que conteniz la
miestra mediante un potencidmetyo (Conductronic)  ajustade
previamente con una sclucidn de pH 4. Fosteriormente los tubos

fuzron  colocados  sobre  hisle  para  continuar  com  las

determinaciones siguisntes {Figs. No. 1 y 2},
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PROTEINAS P CELULASAS

FI6. NO. 1.~ DIAGRAMA GENERAL DE INCUBACIGN, MUESTREOS Y MEDICIONES DE
LAS CEPAS TRICHODERMA VIRIDE QMS4I4 v TRICHODERMA HARZIA

NUM. CBS-354-33 EN MEDIOS DE CULTIVO "A" vy “B",



Determinacidn de actividad celulolitica.

El métedo de aclividad celulolitica del parel filtro  fue
desarrollady por M. Mandels (Mandels. 1978} para cuantificar la
sctividad aue tienen las eelulasas para hidrolizar el papel
filtra, esta actividad es reportada por miligrames de azdcares

reductores por mililitre en una hora de reaccidn (Fig. Noo 2),

De las muestras gue fuercn coleciadas cada 24 h. durante la
incubacidn v siguiends la secuencia de la Fig, No. 2 fue llevado
a3 caho el mélodo de actividad celulolftica para todas las

nuestras,

Las muestras contenidas en los tubos de 10X100 mm, fueron
filtradas a travds de upa tela de manta de cielo para eliminar el
micelio. Del filtrado se tomaron 0.5 ml, de muestray 1 al, de
amortiguador de citratos .03 Meon epH 5 (ver seccidn de
soluciones}) en tubos de 23X150 mm. se agregd una tira de papel

filtro {Khatman No. 1) 1Xé cm. arrollado dentro de la solucién.
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se incubd par una hora a 50 of, Al término de este tiemso se le
agragaron 3 ml. del reactivoe DNS (ver seccidn de scluciones) para
detenar 1a reaccidn. los tubos fueron puesios en un bafio de agua
a punto de ebullicidn durante 5 min.. despdes se agregaron 15.5
al. de agua destilada aforando a 20 ml.. se mezcld en un vortex
(FISHERBRAND). Las muestras fueron leldas em un espectrofotdmetro
(LKB modelo ULTROSPEC 110 3 590 np determinands el tofal de
azfraras reductores como glucosa; se emmled un blanco para
aiystar 2l equipo a 0.0, 530nm igual a 0.0 (Fig. No. 2} (Mandels,

19761,

Para cuantificar los azfcares reductores producidos en una hora
de reaccidn. s utilizd una curva estdndar de glucosa achidra
3 una concentracidn de 1 mg/ml aue se prepard de la siguiente

manaraz
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Mo. tubo  Sel. Glucose  Agus NG Afaro a 20.¢

ml ml m ml
0{Beo! 0.0 1.5 3.0 15.5
i 8.2 1.3 3.0 13.5
2 4.4 {.1 3.0 15.5
2 0.4 0.9 2.0 3.5
4 0.2 0.7 3.0 3.5
3 1.0 .9 3.0 5.5

Ant=s de aforar 2 20 ml. com agua las muestras se pasaron por un
batio de agua a puntn de ebullicidn durante 5 min.

La lectura se tomd eor espectrofotometria a S50 nm v se graficd
0.0, vs concentracidn. eara obtener una curva estindar de glucosa
v tomarla de patrdn para determinar actividad celulolftica {como
azdcares reductores producidos por 1a celulssa hidrolizada por la
aceidn de las celulasas  en una  hora de reaccidn} en los

eytractos enzimdticos,



Determinacidn de concentracidn de proteinas

Las proteinas fueron determinadas mor el métodn de Bradford
‘(Bradfard, 1976} uatilizando suerc de albimina bovino como
estindar (ver seceién de scluciones), La curva esténdar fue
preparada cop solucidn BSA a Img/ml. en tubos de 10X100 pm e
agregaron 10, 20 v 20 ul de solucién BSA en cada tubo.
posteriormente se adicionaron 3 ml de soluciédn Bradford y se tomd

la lectira en un espectrofotfmetro (ULTROSPEC II, LKBY a 595 nm.

La curva se elabord graficands densidad dptica vs  concentracién.
Las muestras s2 prepararon tomando como veferencia la eurva, Se
tomaron 160G ul de cada muestra en tubos de 1OX100 mm v 2 ml de
sclucibn Bradford, se agitaron suavemente y fueron leidas en un
espectrofotémetro (ULTROSPEC I1. LKB) a 595 nm. La densidad
dptica de las muestras fue comparada coﬁ l1a curva estdndar, para
asi determinar la concentracidn de protefna en mg/ml de los

axtractos enzimdticos.
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Recuperacidn del extracto enmzimdtico

Filtracion

Los matraces fueron decongelados hasta temperatura ambiente.
inmediatamente despu’s de ser descongelados, se filtrarom en tela

~==¥> da pielo para descartar el micelio y el filtrado se

mantuve en hielo para evitar 1a desnaturalizacidn de la enzima.

Centrifugacidn

Posterioraments el extracto se centrifugd (centrifuga Sorvall
RCSC) 2 10,000 rpm en un rotor de dngulo fijo Sorvall 85-34,
durant= 13 min a 0 of. El sobrenadante se recuperd en botellas de
1000 m}, con 100 m) de extracto. estas botellas se  mantuvieronm

sohre hielo,



Congelacitn y Liofilizacitn

Las botellas con 100 ml de extracto se congelaron con una mezcla
cricgdnica de biduido de carbono (C02) ¥ acetona en un recipients
de aluminio. Los 100 ml de extracto se congelaron en las paredes
de las botellas sor un continuo movimiento giratorio de las
botellas en el recipiente con la mezola criogdnica. Las bolellas
con el extracto ya congelado en las paredss fueron destasadas
para sar licfilizadas por 4372 h 2 -30 of f{se utilizd un

liofilizador marca LABCONCD, modeln 73040),

Almacenamiento

los  extractos va liofilizados {cada uno por separada) se

almacenaron a -20 of hasta que se utilizd para el aislamiento de

protoplastos de Catharanthus roseus.




AISLAMIENTD DF PROTGPLASTOS DE HOJAS DE Catharantus roseus POR EL

METODD ENZIMATICO.

Fl aislamients de protoplastos de Catharantus rossus se obtuvo

mediante 13 accidn de los extractos enzimsticos de  Trichoderma

viride M%418 v Trichoderma harzianum CB5-354-33 mencionados

antericrmente,

Desinfeccidn de 1as hojas de Catharanthus roseus

El material vegetal se desinfectd superficialmente aples de
iniciar su tratamiento in vitro, vy todo el manejo del tejida s
hizo en condiciones asépticas en areas especificas paré gste
propdsitc (campana de flujo laminar VECO v mecheros Bunsend, asi
come todos los medics de cullive,  insirumentos, y recipisntss de
cultivo fueron esterilizados por autoclave 15 min a 121 of. Las
hojas de L. roseus completamente expandidas se desinfeclaron
orimero en etanmol 3l 70Y {v/v) por 2 min por lo cual se

sliminaron grasas de las hojas lo que permitid una mejor



penetracidn del agents desinfectante sue fue ol hipoclorite de
sodia  fclorox, marea comercial? al 50% {v/v) com una gota de
detergente {Tueen 80} en el cual las hojas se mantuvierch por 15
mine Al término de 2s5te tiempo las hojas se emjuagaron con  agua

daestilada estéril {Barba, 1957} Fig. Ma. 3.

Tratamiento e incubacifn de las hojas de Catharanthus roseus

la epidermis inferior de las hojas fueron separadas oon
sumd ouidade v las hojas se cortaron en seomentos de 23 5 aom
transversales a la hoja. A continuacidn las peguedas piezas de
tejide se colocaron en confacto con upa placa de Petri estéril de

vidrio aue contenia la siguiente mercla:

Exiracin enzimitico 1.0 g
Amortiguador de Fosfatos 2,0 ml
Sorbitel 1130.2 g/1 o/v) 3.0 al



Se ajustd o) pH con KOH 0.2 N, se adicionaron SO ul de ampicilina

2.4 mg/nl),

El extracto enzimftico disuelio en 2.0 ml de amortiguador de
fosfatos con pH 3.7 v en 8.0 ml de sorbitel. fue previaments
esterilizado por filtracidn en membrana Miliipore de .45 um. las
placas fuaron szlladas con pldstico autoadherible y mantenidas en
comeleta obscuridad e incubades durante 16 hre en un  incubador
orbital (New Brumswick. Scientific Co.) 230 rem, 3 23 of

{Constabel, 1982 Fig No. 3.

Purificaritn de protoplastos de Catharanthus roseus

Diespuds del pericdo de incubacidn, los segmentos de hoja se
agitaron muy suavemente para liberar todos los proloplastns: 1a
suspansidn fue filtrada 3 travds de una malla (Tela de manta de
cielo deble) mara separar los fragmentos o remamentes de hoja. El

filtrado se transfirid a tubos odnicos de polieropileno v se
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centrifugaron a2 85 x g por 5 min en  una  ceatrifuga
INTERNATIONAL,  (mod  HN-SIT:.  El sobrenadante se  removid

cuidadosamente non pipela Pasteur y se elimind,

Los protoplastos se resuspendieron en el medic de cultive
osmitice WS ifquido (ver seccidn de medins de eultiva) oon
sorbitol. el process de centrifugacién se repitid  por tres
veces, Al cabo de 13 centrifugacidn se elimind el sebrenadante v
las protoelastos se concentraron en el fondo del tube v ge
rasuspendieron en un mililitro de medio de cultivo M5 con

sorbital {Barba, 1987} Fig. No. 3,

Cuantificacién de protoplastos de Catharanthus roseus

Lz densidad de protoplasios se determind con un microscopio

4merican Optical vy una cdmara Newbauer de 1 ma2 de  volumen.

Ls densidad de protoplastos requerida para 1a siembra o5 de 10 E4



erotoolastos por mililitro. pudidndose ajustar esta densidad

avladiendn medio osmético HS con sorbitol,

Viabilidad de protoplastos de Catharanthus roseus

La viabilidad s2 determind tiNends los protoplastos con diacetato
de fluovesce{na (FDA} osta fua preparada en una solucién stock
fver seccidn de soluciones), una gota de esta fue afadida a 10 m)
de medin osmdtico. a continuacidn se le agregaron 0.5 ml de
suspensidn de protoplastos, despyes de 5 min 3 temperatora
ambiente los protoplastos fueron examinados con un microscopio

de contraste de fases {(Carl Zeiss) con luz ultravieleta.

Sieshra de protoplastos de Catharanthus reseus

Todos  los medios de cultive protoplasméticos son variaciones de

los medios minerales de Wurashigs v Skoog (Barba. 1987) va que
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requieren altaz concentracionss de ifones caloio v azdearss

i

aleohdlicos comn estabilizadores para avitar Iz lisis osmética.

For lo tanio se sembraron tomande alivuotas de protoplastos
suspendidos en medic osmStico luouido v se colocarcn en una placa
Petris se mezclaron cuidadesamente con un volumen del mismo medio

osmitice. con 2,07 de agar a 40 of sin haberss gelificado,

A continuacidn, s2 selld la placa con plistico autoadherible v
2 colotaron en una odmava de cultive a 24 of v econ un
Totoperindo de 16 hrs luz {luz fluorsscente) v § hrs  ohscuridad
24

para s regenaracidn (Dodds and Robarts, 193
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RESULTADOS

Obtencidn del extracto enzimdtice a partir de Jrichoderma viride

219414 en medio °A°.

foma se ohserva en la Figura No. 4, las primeras 24h se
caracterizan por um ipcremento en la actividad celulelitica
siendz esta de 0.52 ma/ml/h, mientras la wconcentracién de
proteinas es minima. (.07 mg/ml, E1 pH del cultive subié de 5.7 2
6.4 2n 24h (Fig, No. 3}, De las 24h a las 48h la actividad
celulolitica aumentd llegando a .40 ma/mlt/h. v la concentracidn
de proteinas se mantuvo en un nive] bajo, 0.82 ng/ml {Tahla No,

4y,

A4 las 48h o1 pH del medio de cultive aleanzd su nivel mas alto.
4.6, La actividad celulelitica a las 72h se incrementd a mas del

doble. 1.94 nmg/ml/h. A partir de las 72h el pH comenzd a
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Tabla Mo, 4

TIEWPD ACTIVIDAD CELULOLITICA CONC. FROTEINAS

iHrs) img/ml/h) {mg/ml}
24 .52 2.47
4z Goob 0,88
72 1,10 1.94
9 1,83 6.11
120 1.9 9.32

Determinacicn de Actividad Celulolitica v
Concentracidn de Proteinas de Trichaderma
viride GH®414 en Medio A,
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descender hasta 4,2, L3 actividad celulnlitica llegd a un nivel
de 1.82 ng/mi/h a las 96h de eultive, la concentracidn de
profe{nas aumentd considerablements hasta &.11 ma/ml al mismo
tiempo, mientras aque 21 pH 1legd a su nivel mas hajo 3.6 (Fis,
Na. 8}, Al final del cultive, 130k 13 actividad celulolitica
Megd a 1.96 ma/ml/h oy la cnncentrﬁcién de proteipas a 9.32
ng/ml. el pH final del cultivo subid un poco llegands z 3.% (Fig,
N3,  Tal como se chserva en la Figura Neo 4 tante 1a actividad

eelulolitica ecomo 13 concentracidn de proteinas no llega a su

nivel maximo va aque apbas curvas siguen en asoenso.

Obtencidn del extracto enzimdtico a partir de Trichederma
harzianum CBS-354-33 en medio "A".

La cepa de T. harzianom CB5-3%4-33 fue cultivada en el medio
desarrallado para T.viride BH9414 como se menciond sn Materiales
y fdtados. Esta ceea presentd una actividad celulolitica de 2,34

mg/mi/h a las 24h, misntras 13 concentracidn de prateinas fue de
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4.9 ag/ml en l3s mismas hovzs. El pH se incrementd de 5.7 a 4.2
{Tabla No. ). A las 43k la actividad celululitica se increments
de 0,36 2 2.36 mg/ml/h, nmientras la concentracidn de proteinas

Ilegd 2 &.1 ma/m] (Tabla Mo, Si. El oM aumenté un poco de 6.7 2

B

6.3 2 las 43h (Fig, Mo, 8). la actividad celulolitica casi s=
duplicd a las 72h, llegandn 2 4.8 ma/ml/h.  la concentracidn de
proteinas aumentd hasta 6.7 mg/ml a las 72h de cultivo (Fig. No.
). Mientras tanto ol pH bajd drdsticamente hasta 3.4 (Fig. No.

a,

ta actividad ecelulnlitica a las 96h llegd 2 7.8 mg/ml v la
conceptracidn  de protefnas aumentd considerablemente hasta 21.5

N
mg/ml. El oH continud descendiendo hasta 2.9 (Fig. No. 2.

Al finalizar el cultivo {120h) la actividad celulelftica 1legd 3
un nivel de B8.95 mg/ml/h. al igual que 1a concentracién de
nrotefnas.  cuyo valor fue de 23,1 mg/ml. El pH presentd su nivel

ainimo, 2.8 al finalizar el ecultive (120h). como se ohserva en la

Figura No. 8. La actividad celulalitica v la comcentracidn de
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Tabla Mo, S

TIEMPD ACTIVIDAD CELULOLITICA (ONC. PROTEINAS

iHrs) {mg/ml/h) img/ml)
A4 2,36 4.9
42 3.3 5,10
72 6.80 14.70
94 7.8 21,506
120 8.9 23.10

Determinacidn de Actividad Celulolftica v
Concentracidn de Protelnas de  Trichoderma
harzianum CBES-354-3 en Medio A.
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orotefnas no. aleanzaron su nivel mdximo 3 las 120k, como se

cbserva en la Figura No, 5,

Obtencidn del extracto enzimitico a partir de Trichoderma viride

#9414 en medio "B".

ta Figura v Tabla No. 4 muestran que en las primeras 24h de
cultive la actividad celulelitica fue de 0,73 ng/ml/h, mientras
que 1a concentracidn de proteinas llsgd a un nivel de 3,36 mg/ml.
El pH en el cultivo subid a 6.3 a las 24 h (Fig. No. 8), A las
48h de cultivo la actividad celulelitica aumentd hasta 1.32
mg/ml/h. 2 su vez la concentracidn de protedas tuva un incremento

considerable de 13.44 mg/ml 2 las mismas horas (Fig. MNa. éJ,

mientras tanto el pH descendia un poco a 6.1
La actividad celulolitica aumentd muy poso 2 las 72h llegando 3

1.65 mg/ml/h. en este mismo peviodo de cullivo 13 concentracidn

de praotelnas s2 mantuvo en 13,46 mg/ml como se ohserva en la
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Tabla Mo, 4, HMientras que 21 pH wolvid é subir 3 4.3 2 las 72h,
la actividad celulolitica 1legd 3 un nivel de 2,20 mg/ml/h 3 las
96h de cultive. la concentracidn de proteinas llegd a 17.27 mg/ml
al mismo tizmpo. mieniras 21 pH ascendla de 6.3 2 6.4, Cuando
finalizd el cultive (120h}, la actividad celulolifica descendid &
2,40 mg/ml/h y 1a concentracidn de protelnas tambidn descendid
hasta 14.40 ma/ml. o) pH final de) coltivo subid un poco mas

llegandn a 8.5 {Fig. No &),

Obtencién del extracto enzimitico a partir de Trichoderma

harziamm CBS5-354-33 en el medio “B°.

€l cyltivo de 7. harzianum CBS-334-33 en el medio modificado. que
28 deseribe en Medios de cullivo, muestra un notable incremento
de actividad celulelitica v concentracidn de oroteinas 2 las
primeras 24h. 1,68 ma/ml/h vy 11.32 ma/ml respectivaments, como 52
chserva en la Tabla v Figura No. 7. A las 3th la actividad

celulol{tics continud incrementsndose considerablements hasta
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Tablz No,

L3N

TIEMPO ACTIVIDAD CELULOLITICA CONC. PROTEINAS

iHre) {mg/ml/h) {mg/ml}
24 .73 3.3
4z .32 13.46
72 1.85 13.46
9% 2,86 17.27
126 2.4 14,60

Determinacidn de Actividad Celulnlitica v
Concentracidn de Protefnas de Trichederma
viride AM7414 en Medio E.



Fic, No. 7.- DETERMINACION DE ACTIVIDAD CELULOLITICA Y CONCENTRACION DE PROTEINAS
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Tabla No. 7

TIEWPO ACTIVIDAD CELULOLITICA CONC, PROTEINAS

{Hrs) tmg/ml/h} {mg/ml}
4 1.68 11.32
48 338 12.13
73 5.42 22,24
2 .61 25,486
120 4,94 17.14

Daterminacidn de Actividad Celulol{tica v
Concentracidn de Protefnas de Trichoderma
harzianum CB3-334-3 en Medio B.



3.36 mg/ml/h. mientras 13 concentracidn de protefnas tuvo um
ligero incremento de 11,32 mg/ml 3 12,13 ma/ml como se observa en
la Tabla No. 7. por lo tanto el pH durante las primeras 24h subid
de 5.7 hasta 6.6 v descendiendo 3 £.3 a las 42h (Fig. Mo, 8), En
'a Figura Mo, 7 52 muestra aue a las 72h la actividad
celulolitica se incrementd hasta 6.42 ag/ml/h,  como también la

concentracidn de proteinas a estas mismas horas tiuve su mdiima

s

concentracidn  28.84 mg/ml. La mdzima actividad celulolitica se

prasenté a las 96h cuando alcanzd 6.61 mg/ml/h.

La concentracidn de proteinas fug dsscendiendo a las 96h a 25,46
mg/ml, al igual que la actividad celulalitica, que a las 120h de
cultive  tuvo un descenso hasta 4,96 mg/ml/h,  también 1a
concentracidn de proteinas termind el cultivo descendiendo hasta
17.18 mg/m}. como se chserva en la Figura No, 7. Sin embargo el
a desde las 48h hasta el final del cultivo (J20R) se mantuvd en

6.3 {Tabla Now 8.1,
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Tabla Now 8

TIEMPD (Hrs)

CULTIVOS 24 48 72 2% 126
T. viride Medic A T4 &b 4,% 36 29
T. harziandam Medio A b.2 6.3 3.4 2.9 2.8
T. viride Medin B 8.3 6.1 5.3 6.4 8.5
T. harzianum Medio B 8,6 6.3 5.3 8.3 6.3

Niveles d= pH durante el cultivo de Trichoderma viride GM2318 v
Trichoderma harzianum CB3-334-33 en los Medios A v B,




Aislamiento de protoplastos de Catharanthus roseus utilizando los

extractos enzimdticos.

Comz  se nmenciond on Materiales v Mdtodos, las extraclos

enzimdticns de Trichoderma viride @M9414 v Trichoderma harzianum

CB3-394-33 se wutilizaron en el aislamiento de protoplastos de

Catharanthus roseus. obtenisndo los siguientes resultades:

Con el extracto enzimdtico de 7. viride OM7414 en el madio “A".
12 oonceptracidn de protoplastos aislados fue de 1.94 E8

protonlastos por mililitro (Tabla Mo, 9).

La mduima produccidn de protoplastes de Catharanthus rosaus <e

chiuve con 2] extracto enzimdtico de 7. harzianum CBS-354-33
cultivads e 2l medio "4", siende esta de 1.87 E7 protoplastos

por mililitro. oomo se indica em la Tahla No. 9.

El extracto enzimdtino de 7. viride OMP814 crecido en el medic

"B* produjo una densidad de protoplastos de 0, roseus de

_E:l_.



1.7 E5 protoplastns por mililitre {Tabla NO, 9).

Finalmente la densidad de protoplastos aislades de L. roseus
utilizands el extracto enzimtico de T. harzianum CRS-354-33
cultivado en el medio "BY, fue de 2,22 E& protoplastos por

mililitro {Tahla No. 9).

Las pruehas de viahilidad de protoelastos aiclados mostraron una
mayor cantidad de protoplastos viables wtilizande el extractc
enzimitice de T.harzianum CBS-354-33 cultivado en el medin “A".
Par 1o contrario los protoplastos obtenidos al utilizar el
extracto enzimdtico de esta cepa cultivado eﬁ el medio *B' no

prasentaron viabilidad.

Yilizandn los extractss enzimdticos de 7. viride ON2414
cultivado en amhos medics sz obtuvieron srotoplastos viables,
agnaee =n menor cantidad gue los obtenidos con el extracts

enzimitico de 7. harzianum CBS-354-33 en el medic "A".



Tabla Mo, %

EXTRACTOS ENTIMATICOS FROTOPLASTOS FOR ml

T. viride GM9414
del Medio A 1.54 E&

T. harzianum CB5-334-33
del Medio A 1.1 E7

T. viride OM9414
del Medic B 1.67 ES

T. harziapum CBS-334-33
del Hedio B 2.22 B4

flensidad de Protoplastos aislades wtilizando los Extrastos
Enzimdlicos  de  Trichoderma  viride @GM9414 v
Trichcderma harzizoum CBS-354-32 en los Medios de Cultive
AyB,




DISCUSION

HAW

Los resulfados obtenidos on el medin "A*" con la rcepa de

Trichoderma viride 9M°414 muestran una minima concentracidn  de

sratafnas  durante las primeras 4%h, 3 partir de entonces mostrd
un  incremento  considerable hasta el final del eultive {120h).

coms 52 chserva en la Tabla No. 4 v Figura No. 4.

L3 actividad celulolftica. siempre mostrd un incremsnto como comn
lo reporiado por Sternberg en 1975, hasta las 120h, sin embargo
Sternberg prolongd los cultivos hasta 20 dias donde s mesiraba

un decremento an 13 actividad celulolitica al fimal del  cultive.

La Figurz Mo, & muestra que hasta las 120h 13 actividad
celulolftics  contimda  incrementdndose a2l igual gue i
concentracidn d2 proteinas, lo gue sugiere realizar cultivos mas
prolongados  eoon 21 objetn d= observar la sdxima atividad
celulol {tina ¥ concentracidn de proteinas,

s
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Sternberg en 1974 reportd que a medida que 2l oH desciende de 5.7
ioH inicial} hasta pH menor de 2.0 la actividad enzimdtica tiends
a incrementarse al igual que 13 concentracidn de profeinas. La
Figura No. 5 muestra este mismo patrdn, descendiendo el pH a un
nivel &6, a las 48h, hasta 2.4, a las 96h, finalizando en 3.9 a
1as 120h. Paralelamente tanto la actividad celulolitica coms la
concentracidn de proteinas  a partir de las 48h -mostraron un
increments (Fig, No. 4J, Esto indica gque ha medida que el pH
descinde 13 actividad celulolitica <o incrementa de acuerdn 2 lo

mencionado on la literatura,

Los resuliados que se muestran en 13 Tabla v Figura No. 3 dal
cultive de la cepa de T. harzianup CB5-334-23 en el medic de
cnltive A" muestran, una minima actividad colulolitica de 0,36
ma/ml/h durante las primeras 24h, similar a la de T.viride
MM94114 en el medic "A", Mientras que 13 concentracidn de

proteinas fue mavor aque para T. viride OM2414, 4.9 ma/ml =n las

primeras 24h, 13 concentracidn de proteinas no 2 similar a2 lo

-5



rapartado por Sternherg en 1976 para T. viride QM%414 en el mismo

medic,

La  actividad celulolitica ‘tuvo un  incremento  bastante
considerahls 3 partir de las 24h hasta las 72h, llegando hasta
6.8 mo/ml/h. esto sobrepasa 3 lo reportads por Sternberg en 1976,
en cantidad v tiempo de cultivo on la cepa T.yiride 8M9414 en ol
mismo medic. L3 actividad celulolitics siguid incrementdndose
durante las 9?5 y 120 horas con 7.80 mg/ml/h v 2,96 ma/ml/h
respectivamente. Al final del cultivo la curva aun no  declinaba
1o aue supon2 que al seguir el cultivo pudo haber un incremento
la actividad celulolitica y concentracidn de proteinas (Fig. Na.

It

La concentacidn de protefnas se comportd de una forma similar a
.la actividad welulolftica a partir de las 48h de cultivo. siempre
mostrd un incremento muy considersble. 1legando al final del
eultivo hasta 23.1 mg/ml. nome se observa en la Tabla v Figura

Ma, 5, mostrande esta cepa mayor actividad celylolitica v

2n




concantracidn de protefnas qus T. viride BH9414 en ol mismo medic

de cultive,

El oH e comportd como 1o reportado por Sternberg en 1974 para 7,
viride GM%414, a3 medida que el pH desciends. la actividad
enzimdtica tiende a incrementarse como tamhidm la concentracidn
de protefnas, La Tabla No. 2 indica los oM gue se  presentaron
durante todo el cultivo. como a las 120h ol pH aleanzd su nivel
mas bajo, 2.3. En la Figura Ma, 5 g2 observa que la actividad

selulalitica v concentacidn de protefnas  tienen un mdyimo nivel,

como 1o indica la literatura,

Segiin  observaciones r2alizadas durante los  muestreos. el
crecimients micelar de T. harzianum CB5-354-33 era muy aparente a

partir de las 24h de ocultivo, mantenigndose hasta las 72h.

Nbservindose en la Figura Mo, 3 tanto 13 actividad cslulol{tica
comy la concentracidn de proteinas se incrementan notablemente a

las 24h 13 erimera v 3 las 43k la segunda, vy contindan



incremantdndase a lo largo de todo el cultivo. Illanes v
Schaffeld on 1982 reportaron pava une cepa de T. reesai GM9414
{T. viride £M9414 para otros avtores), crecido en wn medic
conteniends bagazo de vemolacha como fuente de carbono, que la
conceniracidn de prote{nas se incrementa hasta 30h despdes de que
13 masa microbiana llegara a sy fase estacicnaria,  Muy
posiblemente ocurra el mismo patrdn para 7. harzianum en este
medio. Es importante hacer notar que la actividad celulolitics
para T, harzianum CBS-354-33 fue muy superior a lo reportade por
Sternherg en 1976 para T. viride OMP414 en el mismo medio,

llegando aquel hasta €.94 mg/al/h contra 4.75 mg/ml/h resortada.

Iz los resuliados obtenidos del medic de cultive de la cepade T.
yiride BN®41Y sultivado 2n 2] medio "B, como se indica en la
Tabla v Figura Mo, £, se ohserva un increments mavor de actividad
celulolitica a las 24h en 2l medio "B aque en el medic "A" con

esta misma cepa .72 mo/ml/h v Q.32 mg/al/h, respectivamente. De

f1d
—

1z misma manera sucedis com la concentracidn de proteinas en
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medio PB* fue de 3.36 mg/ml v en el medic “A" fus de 0.07 mg/ml

{Figs, Mo § vy 61,

La aetividad ocelulalffica v la sonpentracidn de proteinas se
comportaron de forma similar durante el cultivo coms se  puede
chservar en la Figura Ne, 4, De las 28h a las 46h tuvieron 2l
incremento mas considerahle durante 21 ecultivo, la actividad
celulolitica aumentss hasta 1.82 me/ml/h, la concentracién de
proteinas se incremenid hasta 13.46 ma/ml. superands  las
cantidades antariores al cultivo de esta misma cepa en el medio
de sultivo “A" reportado por Sternherg en 1976, En el per{ado de
42h 2 72b tanto 13 actividad celulolitica comn 13 concentracidn

de proteinas se mantuviercn estables. A partiv de las 72h se
siguid incrementando la actividad celulelitica v 13 concentracidn
de protefnas. teniendo su mdxima actividad selulolitica a las #2h
con 2.80 ag/ml/h, superands con esto a la actividad celulalitica
de T, viride 99414 en 2l mismo medic dé cultive "A" (Figs No. 4
y &% aun en menor tlemoo de culiivo. L3 mdxima concentracidn de

oroteinas fue 2 las %2h com 27.27 ma/ml, por lo lante 1a



cencentracidn de proteinas de 1a cepa de 7. viride OM9414 en el

medin "BY 25 mavor en este tiempo gue 2] mostrade por ssta misma
cepa en a2l medio “A" en las mismas condiciones de cultivo, A
partir de las 94h hasta el final del cultive (120h) la actividad
celylolitica v la concentracidn de proteinas deslind hasla 2.40
mg/mi/h v 14.40 wmg/ml vespectivamante como se abserva en la

Figura No. 4.

El pH durantz todo 2] cultivo s2 mantuve en un rango de 4.6 3
&,5, osto debido amarentemente. a que 2l medio “B" contiens ligor
de maiz el cual pudiera ejercer la funcidn de amortiguador de pH

(Fig. No. 8.

Los yesultados mostrades an 1a Tahla v Figura No 7 gue pertenecen
a lacepa de 7. harzianum CB5-334-33 nultivada en el‘mediu "B, e
observa un  incremento superior al mosirads por 13 cema de T.
viride MMP414 cultivado en las mismas condiciones. llegando la
actividad ecelulolitica hasta 1,48 ma/mi/h. 3 diferencia de

T. viride 0413 »ouya actividad celulalitica a 155 24h fue de

0,72 mafmi/h

~QG_
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En cuante 3 la concentracidn de protefnas 13 cepa de T,
harzianum CBS-354-33 prasentd una conentracidn mucho mayor que la
mostrada por T, viride GMP414 bajo las mismas wcondiciones de
cigltivo, de 11.32 mg/ml, el primero v 2.34 ag/ml el segundo, a

las 24h,

La Figura No. & musstra un incremento en la concentraci‘on de
protelnas de 12.13 mg/ml a las 48h hasta 25.84 mo/ml a3 las 72h,
13 cual fue la mdwima concentracidn mostrada. A partir de
entﬁnces la concentracidn de proteinas decling llegando hasta
17.14 pg/ml a las 120h.

Como  s2 puede observar en la Fiowra No. 7. la concentracidn
de proteinas para T. viride AM?414 es pucho menor que la mostrada
poy T, harzianup LB5-354-33 1lsgandn selo 3 17.27 mg/ml  como

maxima concentracion a las %&h.

La nduima actividad celulalftiza s presentd a2 las 94h con .41

mg/al/h para T. harzianup CBS-354-32 en el medio "B" (Fig. HNa,
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7). a diferencia de 7. viride OM9414 cuya actividad celulalftics

mduima fue de 2,80 mg/ml/h a la misma hora de cultive {(Fig, No.

D

). A las 94h de oultivo la actividad celulelitica comenzd 3
declinar hasta 4,40 mg/ml/h eara 7. harzianum CBS-234-32 on el

medic "B,

Al igual gue para T. viride Q9414 el pH se mantuvd en un rango
de 4.6 a 6.3 durante todo 2l cultivo como se observa en la Figura

Mo. 8.

£s importante notar oue a diferencia del crecimientd observads
para T,  harzispum CBS-374-23 en =l medic “A"., fanta ls
concentracidn  de protefnas comp la actividad  reelulolitica
declinan al fimal del perfods del cultivo v segun  chservaciones
realizadas durante los muesireos la poblacidn de 7. harzianun
CBS-354-33 en =] medic “B" crecia mas ripidamente vy en mayor
abundancia que en £! medio "A". En este raso la celulosa  del
medio, probablemente fue totalmente digerida en menor  tiempo

(alvededor de %6h), de ah{ que la actividad celulolitica v 1la



concentracidn de protefnas descendieran. Estas observaciones se

prasentaron de igual forma para T. viride SM2414 en este mismo

1

medic (Figs, No. &y 73,

Aparentemente =) licor de malz estimila mas 21 crecimiento del
honge e menor tiempo v consecugntemente una mayor digestidn de
la celulesa. En el medio da cultive "A" el crecimiento de ambas
capas fue mas lentos v la celulosa presente quizas no fue digerida
en sy totalidad dorante las 120h de cullive, de shi aue  ambas
curvas {actividad celulolitica v concentracidn de proleinas) no

declinaran (Figs. No, 4 y S),

De acuerds a los resultados mostrados en la Tabla Moo 7 el
extracto  enzimdlice mds eficiente on el  zislamiento de
profoplastas fue el de 7. harzianum CBS-354-32 oultivade en gl

medic "A" con unz densidad de 1,67 E7 protoplastas por mililitre.

la densidad menor de protoplastos se presentd al utilizar el
exiracto enzimdticn de T, viride OM9414 en 2] media A" con

1.54 E6 protoplastos sor mililitro.
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Cabe mencionar que 1z literatura no indica la cantidad de
erotoplastos aislados para una determinada etpenie de planta
{Cocking, 1740y Constabsl, 1%82; Evans y Brava, 1983: Barba,
19873, Sin embargo. los autores mencionan que la densidad afnima
para el cultive de protoplastos aislados debe ser de 10ES
arotoplasios por mililitro.  Las cantidades de protoplastos
aisladas en el prosente estudio estdn por ancima de los niveles
requeridos parz su sismbra, por lo cual =l método empleads fue

eficiente para este fin,

Aunado 2 1o amterior, 25 n2cesario sefialar que los eutractos
enzimdticos chtenidos en este trabajo no pasaron por un  proceso
de semipurificacidn como marca la literatura (Constabel, 1982:
Evans v Brave. 1983} sin embargo los niveles de protoplastos
cbtenides fusron aceptables.

El ensays de viabilidad confirmd que el mdtcdo empleads en ol

D

aislamientc de protoplastos de Catharanthus roseus fue efective

ya aque 9ran cantidad de los protoplastos aislades eresentaron

-Q 4_



viabilidad, especificaments los aislados con el xtracto

enzimatice de 7. harzianun CBS-354-33 en el medio "A".

Finalmenlz los extractos enzimdticos para el aislamisznto de

protoslastos de Catharanthus roseus pueden ser utilizados para 2l

aislamiento de protoplastos de diversas especies de plantas

supay ioras,



CONCLUSIONES

1.~ Los  valores mduimos de actividad celulolfticza de los
extractos enzimdticns de T, viride OM9414 v T. harzianum CBS-
354-33 cultivados =n el medio "A"., se presentaron cuando =1 sH

estuvo en sus niveles mas bhajos.

2.~ La concentracidn de protelnas de los extractos anzimdtices de
T. viride GM3414 v T, harzianum CR3-354-32 cultivados en el
madin A", se  incrementaron a partir de las 72h vy 24h,

raspectivaments, hasta el final del cultivo.

3.~ La actividad celulolitica del extracto epzimdtico de T.
Cyiride  GMP414 cultivade en el medic "A", tiendz 3
incrementarse 3 partir de las 43h hasta 21 final del cullive

(120h1,



4,- La cepa de T. harzianum CES-354-33 mostrd mas alios niveles
de actividad eelulolitica como de concentracidn de proteinas,

aue T. viride @M?41% en el medio desarrollado para aste,

3.~ Aparantemente el periado de cultive para agbas  oepas
etilizando el madio "A" deberd ser mas srolongado va que la
actividad celulolitica vy la concentracidn de oroteinas no

aleanzan sy punto mdxime.

La aetividad celulnlitica v 1a concentracidn de proteinas es

O~
-
i

mavor en &l extracto enzimdtico de 7. viride GH9414 cultivads

en 2l medic "B" que las mostradas en el extracto enzimdlice

nA
*

de la misma copa en =1 medio "4

T~ 1la celulosa prosente en el medio de cultive "B" probablemants
ses consumida en su  totalidad alrededor de las 94 h de
pultive, va aue tanto la actividad ecelulolitica coma la

concentracion de proteinas decrecen nctablemente,

-'?7_



2.-E} pH en 2] medic de cultivo "B" se mantiene entre 4.1 v 4.6
durante tode el cultive v es debido aparentemente 2 la
presencia del licor de malz. el cual pudiera estar funcionando
come amortiguador.,

2.~ EY extracty enzimdtics de 7. harzianum CBS-334-33 eultivado

en 21 medin "B* mostrd tener mavor actividad celulodtica que
gl extracts enzimdtico de 7. vivide GMP414 cultivado en el

misme medic,

10.-Probablemente el licor de mafz incrementa el crecimients de
ambas cepas en menor tiempo, acelerando lz produccidn e

enzimas {celulasas enire otras),

11.~ Los difere stractos enzimdticos fueron eficientes en el

aislamiento de protoplastos de Catharanthus roseus .

-50..



12.~ A pesar de no haber sido semipurificados los extractos
enzimiticas, estos fueron capaces de  aislar cantidades

sonsiderables de orotoplastos de Latharanthus roseus.

13- E1  ensayo de viabilidad confirmd que 2!  método  de
aislamiento de protoplastos v los extractos spzimdticos de

Trichoderma viride AM9414 vy Trichoderma harzianum CBS-354-33

son dtiles para la obtencidn de protoplastns viables.
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