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INTRODUCCION 

La Biotecnologia es una área de la Biolog!a. llamada también 

Tecnc•logia Biológica cuyo objetivo es el manejo Y utilización d>: 

organismos vivos para Producir bienes Y servicios con una 

•.lti l idad ec•lnómi·~a v social. Dkha área ha crecido enormemente en 

los •iltimos aÑ•:>s. ·~onforme se ha ido conociendo meJor las 

funciones vitales de los orqani smos. 

Su imPortancia estriba en la Potencialidad que tiene como fadot 

de desan-•,llo social. va -QUe se Puede hacer US•) de metaboli tos 

tales como enzimas. hormonas. vitaminas. ant ibi6ticos Y 

anticuerPos. Encuentra tambi~n aPlicación en la industria 

alimentaria con la •)btención de nuevos productos nutridonales 

más ricos: en el combate a la contaminación. con la utilización 

de microorganismos Que metabol icen los desechos org.ánicos. Y en 

la agricultura. en donde ha ProPiciado imPortantes avances debido 
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a las modernas t~cnicas de ingeniería genética v de cultivo de 

te.iidos vegetale:.. 

El ·~t.Llt i vo in vitro de células. te.i idos y órganos de Plantas es 

•.ma de las ramas de la Biotecnoloqfa que cobra mavor importancia 

en la actualidad. cuando los Problemas alimenticios 

demoqráf i•:os son Particular·mente aqudos. 

El o.:1.1ltivo de te.i idos veqetales se basa en el PrinciPio de la 

totiPotencialidad que marca que cada célula de la Planta tiene el 

Potencial para regenerar una Planta comPleta igual de la CIUli 

Proviene. si es Provista de las condiciones adecuadas Para su 

desarrollo (Augoá. 1982.i. 

En teorfa. :;i experimentalmente a estas células en cultivo se les 

tnodifica genéticamente Podrían transmitir a las c~lulas hi.ias 

liSta información Y las nuev.~s Plantas adquirirían nuevas 

caracteristiNts genética!:>. 
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En Particular. los exPerimentos con ProtoPlastos (célula-. 

desProvistas de Pared celular) Procedentes de diversos tiPos d~ 

teiido de Plantas. han Probado ser adecuados en la obtención de 

variedades de plantas con capacidad mejorada para re si st ir 

~laqas. tolerar medíos ambientes adversos v Producir alimentos a 

trav~s de modificaciones genéticas. tales como fusión Y 

transformación celular (Robert. 19811. 

Desde ahora se Puede vislumbrar que el aislamiento v cultivo de 

ProtoPlastos vegetales. será en el futuro próxirnc•. un camPo de 

imPortancia. va que. las Plantas de utilidad económica Podr~n 

adquirir caraderisticas genéticas tan imPortantes como la 

capacidad de fijar nitrógeno atmosférico. la resistencia a alguna 

Plaga o tolerancia a elevadas concentraciones de salinidad. 
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OBJETIVO GENERAL 

ImPlementar la metodologla para la obtención de un extractv 

enzim.~ticc• necesario para el aislamiento de protOPlastos d"' 

células vegetale.,.. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

/ 

-Obtener un extracto enzimático a Partir de honqos del qénero 

frichtJderma. caPaz de degr.3.dar 1<~ pared celular de veqetales 

':IIJPeriores. 

-Utilizar el extracto enzimático obtenido con el ProPdsito de 

aislar protoplastos a Partir de la Planta Catharanthus ~· 
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HIPOTESIS 

Las modificaciones a los métodos conocidos Para la obtención d ... 

extractos enzimát icos a partir de hongos de 1 qénero Trichoderma 

resultarán óPtimos para el aislamiento de ProtOPlastos d~t 

veqetales suPeriores como Catharanthus J::lli!!.~· 
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PLANTEA"IENTO DEL PROBLE"A 

En las tlfcnícas de Cultivo de te..i idos vegetales el uso 

Je Pr•ltoPlastos veqetales se hace cada vez mas extensivo. va que 

estos ofrecen un gran potencial como herramienta Prometedora en 

!!Studios de ciencia b<lsica vio aplicada. coroo el mejoramiento de 

plantas de inter~s agricola e industrial. 

El ~~joramiento de especies vegetales de interés agroindustrial 

Puede ser llevado a cabo mediante fusiones y transformación di:! 

protOPlastos. En el aislamiento de estos protoplastos. es 

11esesar io el ilSO de alquMs enz ítMs como ce lulasas. 

hemícelulasas. Pectinasas. entre otras. las cuales son 

elaboradas Por comPaÑias extranjeras. 

Se han rePortado que ciertos honqos filamentosos. esPedf icamente 

del género Trichoderma Producen enzimas que degradan parede~ 



celulares de vegetales suPeríores. fs muy imPortante desarrollar 

•m medio de cultivo cuvas .:ar.acterishcas Permitan la Produccíón 

de estas enzimas. con lo cual se favorecer1a en gran medida el 

f itome,joramiento de especies comercialmente imPortantes. 
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ANTECEDENTES 

El ar-ea de l.:i biotecn.:•lo;:lia en los últimos aÑos ha CaiJSado un 

imPado imPresionante en l•:>s medios dentrficos. tecnológicos. 

social Y finander•::a a nivel mundial. t:ste impacto se debe. 

~sencialmente .31 Potencial casi ilimitado de hs te·~nologias 

biolóqicas para producir económicamente una extensa variedad d>:~ 

sustancias en un futuro cercano y al desarrollo de las t~cnica~ 

de lngenieria Genética. Fusión Cehtlar v Cultivos de Tejidos 

(animale~ y vegetales) y sus posibles aPlicaciones iSánchez. 

1985i. 

El ·~ultivo de te.j idos vegetales es un conJunto de técnicas que se 

refieren al cultivo in vitro (en medios nutritivos adecuados) dl! 

todas las Partes de la planta baJo condiciones asépticas, va sean 

células aisladas, tejidos (raü. tallos. hojas. etc.) u órgaMs 

(embriones. anteras. Polen. etc.) (Navarro. 1987i. 
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Estas t~cnicas tienen gran potencial como herramienta en estudio~ 

básicos Y .;¡plicados. com•:> el aislamiento y fusión de prot•JPlast.Js 

vegetalei. va que sus implicaciones son de gran alcance. por 

estar aislados del conjunto de cflulas. Cada protoPlasto puede 

ser utilizado como un sistema celular individual, lo que permit~ 

manejarb; igual que a un microQrganismo. hecho que nos permite 

efectuar estudios de fitomejoramiento e hibridación somática 

(Barba. 1987>: tambi~n son un medio útil Para estudios básicos de 

Bioqu·ímica, Gen~tica. Patologia. Morfolog'l.a y Embriolc•gia vegetal 

!Gamborg. 1981). pues los protoplastos tienen la capacidad de 

•:apt.;¡r par.;¡ si organelos (cl!Jroplastos. mitocondri.as. et•:.) e 

información geMtica ajena ADN viral •) bacteriano. etc. Wambm·g, 

1981: Barba. 1987). 

PROTmtASTOS 

En 1880 Hanstein prc.puso el término Protoplasto Para designar a 

la unidad del Protoplasma contenido dentro de una célula; dicho 
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':!O •)tras Palabr.:~s. .: l protoplast•:> es la unidad homeos t.H ica 

b.asica de la cl.!lula en que no esta involucrada la pared celular 

(Barba. 1987). la operación fundamental en el aislamiento di:! 

ProtOPlastos es la remoción de la Pared celular sin causar daÑo 

al interior de la célula <Larkin. 1976}. 

L.;,s Prl:ltoPlastos vegetales son cEihllas esféricas. con diámetro 

entre 25 y 60 um cuya apariencia varia segiJn el tejido de I que 

son obtenidos. generalmente poseen una vacuola central y 

dorOPlastcs hom•)g::ineamente distribuidos en la periferia. El 

Hlicle•:l es inconspicuo y en al9unos se pueden observar movimientos 

de dclosis de ProtoPlasma celular. L-1 capacidad de un 

protoplasto para sobrevivir en un medio artificial varia según su 

especie Y las condiciones fisiologicas de las planta madre 

(RoberL J981i. 

Kuster en i909 reportó el aislamiento ~ fusión de protoplastos 

vegetales. pero no pudo lfiantener vivos a los productos de esta 

fusic.n por mucho tiempo, debidc• a que los conocimientos sobre 
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fisiolog"ia Y nutricion vegetal eran, en aquella epoea 

insuficientes (Barba, 1987). Sin embargo. la totipotencialidad en 

protoPlastos no fue demostrada hasta 1971 por Takebe cuando 

regenero plantas intactas con protoplastos de tabaco (Evans y 

Bravo. 1983; Paredes. 19:351. 

Durante la d!icada de los 70's se realizó un qran l'll1mero de 

1nvestigacíones 

organog~nesi s. 

enfocadas a estudios de embriogénesis. 

hibridación. di ferenciad6n, ti topatologia, 

d tologia. mutagenesi s y Producd on de metabol itos secundarios. 

En los últimos aHos se ha incrementado el númerc• de científicos 

que utilizan la técnica de cultivo de tejidos, organos y células 

aisladas en investigaciones para mejoramiento de Plantas. 

Las t~cnic.~s v av.~nces relacionad•:>S con los protoplastos se 

remontan al Primer rePorte del aislamiento Y obtencíón de un 

protoplasto por Klerder en 1892 que fue llevado a cabo Por medio 

del método mec~nico. el cual consistió en sumergir el tejido en 

-i1-



una solución hipertónica. PrOV•)cando con ello plasm6lisis; ya 

Plasmo! izadas las células. se seccionó e 1 tejido y se liber.~ron 

los protc.plastos (Constabel. 1982; Paredes, 1985; B-1rba. 1987L 

En i960. Edward C. Cochng los aisló por primera vez utilizando 

el métr)do enzimáticc•, el cual empleaba un extracto enzimático que 

degradaba la paredes celulares (Cocking. 1960; Dodds y Roberts, 

1982: Constabel 1982: Evans v Bravo, 1983: Paredes. 1985: Barba. 

1987). C.ocking emPlee• celulasas obtenidas a partir de un cultivo 

{iltrado del hongo Mvrothedum verrucaria para aislar grandes 

r;antidades de Pt"O{Qplastos de raíces de j itQmate {Cocking, 1960; 

Robert, 1981: Barba. 1987J. 

Por li!l I!Pft.:ld•:> enzim.Hico se han aislado protolastos a partir de 

tooltiPles especies Y de casi todas las partes vegetales. Algunos 

t!.iemP!ares se enlistan li!n la Tabla No. l. 
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------------------------ -- - -

TiPo de Tejido 

----------------------------¡------------------------------------

Raü Cocking 196(1 

Nódulos Rad¡,~,Jiares Davev y S'hort 1973 

PeriNrPio Skene i974 

Tejidos t=rutale!> Gregory y Cocking 196S 

Püalos Florales Potrykus 1971 

fubb··:ulos Lorenzini 1973 

EodosPermo Hot•:>Voshi 1972 

Cflulas de n~sófilo Shepard y T otten 197i 

f~:~jido Tumoroso Sowcr•Jff v •:ol. 1973 

Ejempios de Tejidos de donde han sido .aislad•)S Protoplastos 

POr el !Modo Enzimático (Barba. 1987). 
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L.:~ mejor fuente para el aislamiento de protoplastos son las hoja~ 

~n estado juvenil V •~On un crecimiento actiVO O las celulas 

cultivadas en medio lic1uido. que presentan gran P•:>tencíal dt! 

•;redmíent.:>. Para aislar protoplastos de Plantas, tejidos u 

l.lrganos con mayor grado de dificultad se utilizan otras enzimas 

~n ·~clillbina•::ión c~Jn extractos comerdales. por e.iemplo: helicasa. 

i.er.traido del caracol Heli:< pomatia) para aislar protoplastos de 

Papa; colonasa. tpedinasa) Para aislar protoPlastos de callos d~ 

<~t"roz: glusulasa. iJ.tilizada para aislar protoPlastos de ·~ebada: 

zim•:>lasa, una preparación enzimát ic.:~ cruda de Arthrobacter luteu~ 

para el aislamiento de protoplastos de polen <t::vans y Bravo. 

i9l33). 

P.;¡ra el <~islamiento de Protoplastos por métodos enzimáticos es 

necesario conocer varios t actores: 

-La ':!structura. comPonentes v •=onstítución de la pared celular. 

-Los microorganismos capaces de producir enzimas que degradan la 

Jl,~red ce liJ lar -:i t r a t -:ir. 
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-----------------------------------------------------------

-Los medios de cultivo esPeclficos para obtener una máxima 

' actividad enzimática por parte del microorganismo seleccionado. 

~nzi!Mtica de ia Pared celular. 

-los medios de cultivo específicos Para la estabilidad osmótica v 

1.;1 fegeneraci.:in de la Pared ce tu lar de protop lastos aislados. 

PARED CEl.li.M 

Para. la c•btendón de Protoplastos vegetales existe una barrera 

iisiológi•=a natural. la Pared cehJ.lar. Dicha pared determina en 

;:¡ran Parte la f•)rma de la e~ lula y rePresenta una especie de 

~}:oesqueleto que pr•)tege y le da sostén mecinico a la célula. a 

la par sirve para mantener el balance con la presión osmótica. La 

estructura de la pared celular puede ser comparada con la de un 

~>l.istico refQrzado Nn fibras de vidrio. Y·:l que está constituida 
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Por un retículo micr•)fibrilar incluido en una matriz de molécula~ 

unida~ entre si. las micreofibrillas estan compuesta~ 

~dncipalmente Pot· •:elulosa \Robertis y Robertis. 1982). 

Los •:omponentes primarios de la pared celular son: celulosa, 

hemice iulosa v ped ina. La ·~e lulosa es un polímero lineal de D­

glucosa con enlaces beta-1, 4: el peso molecular puede variar 

t:ntre 5{),(100 v 2'500.000 d en diferentes especies. La 

hemicelulosa existe en menor cantidad y aparece como una mezcla 

de Polfmeros de glucosa. galad•:lsa. manosa. arabinosa y xil•:lsa, 

111uchos de estos ·~arb•:>hidratos est~n ligados con ambos enlaces 

beta-1.4 r beta-1,3. La pectina comprende cerca del 5% de la 

1-iared ·~eiuhr primaria y es importante en la estrud•Jra de la 

pared celular Y la estabilidad entre c~lulas vegetales. La 

pectina en un Polimero de metil-0-galaduronato conectado con 

t:nB.ces a.lh-L4 •:on peso molecular de 25.000 a 36,000 d. Además. 

las paredes celulares contienen extensinas. un complemento 

qlicoproteinico unido a las fibras de celulosa. y muchos liPidos 

indefinidos <Evans v Bravo. i983l. 
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---------------------------------------------------------

Los •:omPonentes mencüm.ados anteriormente deben •:onsiderarse de 

gran importancia para la degradach~m de la pared celular y por 

consecuencia la obtencion de protoplastos vegetales. 

ORGANISMOS OOE DEGRADAN LA CEW..OSA 

La p~red celular de vegetales superiQres puede ser degradada por 

extractos enzim.áticos, que están constituidos por celulasas. 
¡ 

hemicelulasas, pectinasas, glucanasa, etc •. estas son producidas 

por bacterí-is. honqos, actinomicetos y algunos animales 

invertebrados. La investigaciones sobre producción de celulasas 

ha sido restringid.¡¡ a fuentes microbianas que utilizan como 

fuente de carbono distintos compuestos carbonados presentes en 

las paredes celulares (Philips y Humpherey, 1983; Laborda, 1984). 

Las especies de bacterias Y hongos que degradan la celulosa han 

sido aislados de tierra. madera en estado de putrefacción e• 
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,nateriales text.iles. Philips· y Humpherey en 1983 enlistan a 

varios géneros de act i nomicetc•s, bacter-ias, y hongos que tienen 

la caPaddad de degradar celulosa com•) se enlista en la Tabla 

No.2. 

ACTINOMICETOS BACTERIAS HONGOS 

Act i nomi•:es Clostrídium T r ichodet:m_a 

Slreptomices Ce llulomonas Aspergillus 

re fffio)ffiüspor a Ce ll vibrio Penicill ium 

Cvtophaga Sporotrichum 

Sporocvtophaga Fusarium 

Corvnebacter i um Stachvbotrvs 

G~neros de adinomicetcos, bacterias y hongos que descomponen la 
celulos-~ (PhiliPs v HumPherey, l983). 
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Taxonómicamente los actinomicetos exhiben propiedades •:omunes de 

hongos y bacterias. varias especies de estos producen celulasas 

que son secretadas al medio de cultivo. 

Las bacterias que descomPonen la ce !u losa s.;¡n tanto anaerobias 

como aerobias. La Producción de celulasas por bacterias es 

constitutiva. los niveles de cel,llasas producidas por bacterias 

)On UPi•:arnente bajas. que los niveles qu.e Producen los hongos. y 

en algunos •:asos. las celulasas S!Jn intracelulares <Philips y 

Humpherey. 1988i. 

La Producción de ce lulasas Por hongos es mas frecuentemente 

utilizada; el •:omPle.io enzimátic•) es inducido o aumentado por la 

~>resenda de •:elul•)Sa corno sustrato. Las celulas.:~s producidas por 

hongos son usualmente secret.:~das en el medio de cultivo 

tSternberq. 1976: Philips v HumPherev. 1983: Huitn5n. 1983: 

Crueger Y Crueger. 1984 i. 
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No e~isten publicaciones de comp~raciones cuantitativas de la 

.~ctividad celul•:>litica entre honqos. bacterias y actinomicetos. 

Estas han sido rePortadas en muchos laboratori•Js por separado v 

solo en algunas especies. en diferentes medios de cultivo, 

diferentes sustratos. condici•Jnes de cultivo y diferentes 

met•jdos de mediciones de actividad. etc. (PhiliPs y Humpherey, 

1983). 

Miles de microorqanismos tienen la habilidad para crecer sobre 

celulosa. Aunque mw~hos de estos crecen verdaderamente ráPido. 

pero solo unos pocos son caP.iices de Producir !.Jl vitro ce !u lasas 

extracelulares caPaces de convertir celulosa cristalina a glucosa 

{Stern~et·q, 1976). 

La Tabla No. 3 enlista a los organismos pr•Jbados por Sternberg 

pan su actividad ce lulol H ica. 
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Tabla No. 3 

CEPA 

Trichoderma viride QMt.a (cepa silvestre] 

Trichoderma viride 1~1'1912.3 

Trichoderma viride QM9414 

Tríchoderma viride QM9316 

Streptomvces sp QMBS14 

Penidllium iriensis Ql19624 

Crvsosporium lignorum QM914S 

PestalotioPsis westerdikii QM381 

Cnsosporium Pruinosum QMS2ó 

Organismos probados por Stenberg para la producción de celulasa~ 

(Stenber·g, 1976/. 
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Muchos de estos microorganismos aislados producen celulasa) 

~xtracelulares que realmente hidrolizan los derivados de la 

celulosa tales como carboximetil-celulosa y celulosa 

ioicrocristal in a. Pero sol.:, pocos tienen 1 a habilidad para 

hidro:>li zar extensivamente 1 a celulosa na ti va. De los cultivos 

filtrados los mas activos son a partir de T.viride QM6a 

(Sternberg, 19i6). Un incremento adicional fue obtenido 

irr.adiando conidias C•Jn un aceler.3dor lineal de partfculas. 

resultandc• la mutan te T. viride QM9123 con el doble de act ivid.:~d 

de la cepa original. Un tratamientc• posterior utilizando 

irradiación gama. originó la cepa de T. viride Qt-19414. con alta 

actividad celulol!tica (Menezes v Menezes. t9a3>. 

De m.an•:ra general, las especies del género Trichoderma han sido 

las mas utilizadas para producir extractos enzimáticos para 

degradar paredes celulares de bacterias, hongos y vegetales 

superiores. va que est.Js utilizan como fuente de carbono 

distintos c•Jmpuestos carbonados como: celulosa microcristalina 

(Sternberg. 1976: Brown. 1976). bagaztJ de caW! {información 
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•::.btenida en el I.M.C.P.. U de ()) bagazo y pulpa de remolacha 

mlanes v Shaffeld, 1982; Shaffeld y Illanes, 1983: Larios, 

1984). quitina (De Vt"ies y Wessels. l973a: Peberdy e Isaac. 1976) 

laminarina <Peberdv e Isaac. 1976) etc. 

Entre las especies del género Trichoderma que se han reportado 

mas eficientes para este fin son: T. koningi i lCrueger y Crueger, 

1984.l T. album (Larios. 1984), T. viride (Oemain, 1976; 

Sternberg. 1976; Br•Jwn, 1976; Philips y Humpherey, 1983; Crueger 

'1 Crueger. 1984: Power v Cocking, 1970; Shaffeld e Illanes. 1983) 

v T. harzianum (De Vdes y Wessels, 1973a: De Vries y Wessels. 

1973b; Peberdy e Isaac. 1976; Peberdy, 19791. 

En particular las cePas de T .harzianum han sido utilizadas en la 

elabaración de extractos enzimátiC•)S para la degradación de 

¡.)aredes ·~elulares de otros hongos. est•Js extractos utilizan r:omo 

fuente de carbono quitina. laminarina, glucano. etc .. que están 

presentes en las Paredes celulares de los hongos. por ende estos 

·~ompuestos inducen la producción de quitinasas. laminariasas. 
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glucanasas, etc.. activas en las paredes celulares de hongo., 

basidiomicetos \De Vries v Wessels. l973a). 

L.:~s cepas de T. viride son utilizadas extensivamente para 1~ 

producción indtJstri.al de extractos enzimáticosque degradan la 

Pared celular de vegetales superiores. tal es el caso de Kinki 

vakult Co. (Japón) v Calbiochem (USA). Muchas de est-3.5 

Preparaciones de enzimas comerciales •=ontienen sustancias 

tóxicas, esto incluye ribonudeasas, proteasas. lipasas. Y otras 

ldnzimas fenó 1 icas •¡ sales. Shenk y Hildebrand en 1969 ¡:¡uri ficaron 

eelulasas C•)fflerciales para eliminar C•::Jmpuestos tó:dc•JS en un 

intento para incrementar la producción y viabilidad de 

protoplastos vegetales (Evans v Bravo, 1983). 

P-3ra la Producción de celulasas con T.viride QM94l4 utilizan el 

medio de cultivo desarrollado Por Mandels y Reese en 1957, el 

·~ual es suPlementad•) con una sol.a htente de carbono. C•Jmo 

celulosa microcristalina (que por ende induce la producción de 

ce lulasas.l, además contiene (NH4l2S04 y urea col'lllJ fuente 
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nitrógeno: los minerales restantes son los tipicamenh 

establecidos en medios formulados para cultivos de hongos. La 

!lroducción de celulasas es incrementada •=on la adición de peptona 

bíotriPtasa que sirve para acelerar el cn:!dmiento del hongo y la 

Producción de enzimas. El Tween 80 incrementa la permeabilidad de 

la.membrana celular permitiendo la rápida secreción de la enzima 

al medio de cult i veo, 

En la acción del complejo celulolHico no Participa una sola 

enzima sino un conjunt•:> de apro:ümadamente 60 actividades 

enzim.~ticas <Montenecourt. 1985), que han demostrado estar 

su.jetas a C•)ntrotes metabóli•=os de inducción, inhibición Y 

rePresión por fuentes de carbc•no nlPidamente metabolizables 

{Shaffeld e Illanes. 198:3; Huitrón. 198:3: Lados, 198:3). 

~dícionalmente las hemicelulasas también son nesesarias para la 

recalci tradón de 1 tejido. Las Ped inasas son utilizadas junto a 

las !lnteriores Para aishr protoplastos • .,;in embargo cuando .,;e 

utilizan solo pectinasas. estas son efectivas para la separad6n 
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t.!~? ct! lul.;¡s de e:¡p l.antes de hoja y par-a aislar- Pr-QtOP las tos Ól? 

lejidQs frutales I.Evans v Br-avoJ. 1983). 

El rendimiento y vi.;¡bilidad de los protopl<!stos depende de la 

fuente t)riginal (vegetal), la calidad de las enzimas utilizadas 

para degradar la pared. la estabilidad del plasm.alema y las 

condiciones del cultivo. No existe un lll>1t•:ldo est.:índar para el 

cultivo de protoplastos, cada tiPo de tejido y cada linea celulat 

posee problemas especiales que deberán ser solucionados mediante 

un ajuste emPirico de las condiciones de aislaminto (Conshbel. 

1982). 

L.:ls técnicas de aislamiento de Protoplastos utilizando extractos 

l:!nzünatic•)S es de gt·an importancia en los laboJratorios de 

investigación interesados en l.;¡ obtención de ¡:¡rotoplastos a 

!lartir de vegetales suPeriores. lQs ·~iJales bt1scan .:•btener 

especies m.as eficientes en materia agr icola y farmacéutica. 

Desde e 1 punto de vista agr ice• la han sido hs plantas 
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monocotiledóneas las mas estudíad.'.ls (estas Present<~n mayor gradv 

de díficulüd de regenerar !llantas a partir de protoplastos) va 

que en ellas se incluYen l.;:.s cereales como el trigc., maiz, 

centeno. avena. etc. <Robed. 1981). Sin embargc• las 

dicotiledóneas son ampliamente estudiadas en el aislamiento de 

p¡·c,toplastos v reqeneracion de !llantas completas como ejemplo: 

Kao v col. con Glicine fl@:.'< Hri.iol soya) en 1970; Gamborg y C•)l. 

•:on Pha·;t?.:•h:.s vulgaris (frí.ioll en 1974; Gamborq Y •=ol. con 

Vicia hajastana (habai en 1974. En esPecies forrajeras. la fusión 

de proto~:~lastos en cultivo v la reqeneracíón es reportada por 

Gresshoff en 1979 en Trífolium ~(trebo! blancoo.l. E:n lo que 

se refiere a Medi·~ago sati va {alf alf a.l, Dos Santos y col. 

investigan la formación de embriones y órganos por fusión de 

Pr•)\oplastos (Dos S<1ntos. 1980i. 

El av.~n·:e mas n.::,t•)rio en este NmPo es el realizado por el Dr. 

Melchers en 1978, que fusionó protoplastos de Lycopersicum 

esculentum {j itomate .l con protoplastos de Solanum tuberosum 

(papa), la cual dió como resultado la planta llamada "ji topapa". 
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En es h .wea se pretende c•btener híbridos somáticos. con un mavm 

índice de productividad. tJJlerancia a temperaturas adversas, a 

!:!l>."!vadas concentracines de sal. resistencia a plagas, entre otras 

<Robert. 1981J. 

P.3.ra la industria farmac4utica. la importancia radica en la 

!losibilidad de •)btener Plantas hibddas por ftJ.sión de 

protoplastos vegetales con capacidad para producir sustancia; 

naturales de interis hrmacéutic•:> tales ·~omo~ terpenoides. 

t!steroides. alcaloides. etc.. en niveles Por arriba de los 

normalmente sintetizados (Robert. 1985). 

Entre las familias que han sido más estudiadas para este fin está 

la familia Rubiaceae, que incluye al género Nicotiana del cual se 

han obtenido 11 hfbridos intergenericos en los cuales buscan 

obtener híbridos hiperProdudores de nicotina <Robert. 1985.l. En 

la familia S·:>l<~na·~eae se induven hs espedes !ll!:22i bellad•Jna 

Productor<~ de atroPina, Oatura stramonium. D.3tura innoxia QU~t 

producen atropina y escoPolamína <Ruiz. 1979; Robert. 1985). En 
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la familia APoci n.keae se incltjye Catharanthus r.Qllldi que Producl:.' 

vinblasttn.a y vir1•~ristina. los cuales son muy utilizados en 

tratamiento de Qt.ümioteraPia !.Lewis y Lewis, 1977: Loyola Y 

Reves. 1985}. 

Como síntesis el uso de Pt"•Jtoplast.Js vegetales tienen las 

·~.araderí sti·~.as s iquientes: 

-Los prot•)plast(•S natJJralmente o por inducción pueden fusionarse. 

v por lo tanto es posible obtener hibr!dos somáticos . 

-Presentan totipotencial ídad, por lo cual es posible obtener di:.' 

l!lll)s plantas completas. 

-Debido a sus caracteristicas intrlnsecas. los protoplastos son 

un excelente material de investigación en mu·~has áreas de 

biolog ia vegetal (Barba. 19fm. 



--------------------~- --

"ATERIALES V "ETODOS 

líiEDlOS V S(LOClot€5 

Hedio Papa-Dextrosa-Asar (Hedio eomereial Merek) 

ComPon.antes 

Infusión de papas 

0(+H3lucosa 

Agar-Agar 

q/1 

4.0 

20.0 

15.0 

En 200 ml. se disolvieron 7.89 g de PDA. se esterilizó en 

autoclave a 121 g C. Por 15 min. 
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MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO nA" PARA T.viride QM9414 Y T. harzianum 

CBS-354-33 (Sternberg, 1976J. 

(NH4.\2 SD4 

KH2P04 

tire.;: 

CaC12 

MgS04.7H20 

FeS04·. 7H20 

MnS04.7H20 

ZnS04.H2C 

CoC12.6H20 

Celulos.3. microcrist.alina 

Peptona biotriptasa 

Tween 80 

El pH fue a.j us tadeo <! 5. 7 con NaOH 1. OM. 
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g/1 

1.4 

2.0 

(l 'i .J • ._: 

0.3 

0.3 

0.005 

0.0016 

0.0014 

0.002 

7.5 

•i ... ., 
V•f..J 

400.0 ul. 



Este medio de cultivo fue des<tfrl)llad•J por Manclels y Reese para 

Produr~d6n de cehJlasas c•:m h yj.ride QM9414 (Sternberg, 1976) v 

adaptado en e 1 laboratoric• para L. harzianum CBS-:354-33. 

Tocios los componentes del medio fueron disueltos en agua 

destilada y aforados a 1000 mi. excepto la ·~elulosa 

mi·~ror~r i stalína y la urea. La ce !u losa fue agregada por separado 

a cuatro matraces de 1000 ml.. 1.87 g. a cada matraz. para luego 

agregar 250 mi. del medio y ajustar el pH en cada uno con un 

Potenciómetro <Condudronicl a 5. 7. para luego ser estrilizados 

~n autodave a i21 oC Por 15 min. La urea fue agregada por 

filtración estéril, con filtros de membrana Milliperre de 0.45 um 

(esto se realízó en un area estéril). 
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I'IEDIO DE CULTIVO LIQUIDO •a• PARA T. viride Ql19414 V T. harzianum 

CBS-354-33. 

ComPonentes g/1 

KH2P04 2.0 

C.aCl2 0.3 

MgS04.7H20 0.3 

FeS04.7H20 0.005 

MnS04.H2ü 0.0016 

lnS04.7H2ü 0.0014 

CoC12.7H20 0.002 

Licor de maíz 4 ·~ ·' 
Celulosa microcristalina 7.5 

Peptona biotriptasa 0.75 

Tween 80 400 ul. 

El PH fue ajustado a 5.7 con NaOH 1.0 M. 
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Este medio fue modificado, del reportado por Sternberg en 1976. 

~?n e i laboratori•) p.;¡r.;¡ la produccidn de ce lul<~sas con 1.. viride 

QM9414 y 1.. harzianwrr CBS-354-38. 

L•)S C•)mponentes del medi•) fueron disueltos en .;¡gua destilada 

(excepto la celulosa) y aforado .;¡ 1000 ml. La celulosa fue 

agregada a m.;¡traees de 1000 ml.. 1.87 g en .:.;¡da un.:). Luego se 

agregaron 250 ml. del medio de cultivo líquido "A" (mencionado 

anteriormente}. Se ajusto el PH en cada uno cc•n un Potendómeh·ú 

(Conductronid a 5.7 y esterilizados en autoclave .a 121 ot. pc.r 

i5 min. 
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------------------------

tEDIO DE Ct.IL.TI\10 IIRASHitllE V SKOOG OSII}TJCO <BARBA. 1987} 

ComP•)nentes g/l 

NH4N0.3 1.65 

Kt-ID:3 l.90 

caen 0.44 

t-1gS04. 7H20 !).37 

Kft2Pü4 0.17 

fa 0.00083 

H3Bü:3 0.0062 

MnS04.H20 0.022 

ZnS04.7H2ü (l. (lOSo 

Na2Mo04.2H20 0.00025 

CuS0.5H20 0.00002 

CaC12.6H20 0.001)02 

EDTA sal di sódica 0.043 

I nos itoL ¡),100 

Al::. nicotinico (l,(l005 
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Piridoxina.HC:l 0.0005 

TiamiM.HCl 0.0001 

ANA 0.000.3 

KIN 1). 0001 

Sac.3.rOSil :30. o 

Aqar 20.0(en CIJ lt i VO 

sólido} 

Sorbitol 130.0 

El PH fue ajustado a 5. 7 CQn NaOH 1.0 M. 

Todos los comPonentes del medio fueron disuletos en 500 mi. d~ 

agua dest il.ada (excePto el agar). ;?51) m l. se separaron en un 

matraz. a los 250 mi. restantes se les agregó agar. SI! 

esterilizarc•n en autoclave a 121 oC peor 15 minuto:;. 

El medio líquido es utilizado para la purif i·~ación de 

¡;,rotcplsatos. pues sirve ·~omo un estabilizador osmótico. por la 

presencia de sorbitol. 

-.36-



SOLUCIONES 

S(llOCION lE (f'lillet·, 195'?i 

Componentes g/1 

Na OH 10.0 

DNS 10.0 

TartratQ de Na y 1\ 200.0 

F~nQl 2.0 

Metabisulfitc• de Na 0.5 

En tJ.n determinado vc•l~men de agua destil.ada se adicionaron cada 

•mo de ios readivos lentamente en el orden como se encuentran 

anteriormente. Ya Nmpletamente disueltos se aforó a 1000 mi. Se 

almacenó en frasco ámbar a temperatura ambiente. 
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---------------------~-- ~-

Al'llRTIGUADOR DE CITRATOS 0.05 n 

Citrat•:> de Sodio 7.35 gi350 ml. 

Ac. Cítrico 2.06 g/250 ml. 

:;e <1foró el citrato de sodio a :350 ml .. v •:on el ádd•J dtri•:JJ se 

llevó a un PH de 5.0. 

Se guard6 en refrigeración a 4 oC. 

SOLUtiON BSA (Scopps. 1982) 

Suero de alMrni.na de bovino 

Agua des t i 1 ada 

5.0 mg. 

5.0 ml. 

Les S mg de BSA se disolvieron en lo~ 5 ml. de agua. el 

>:!SPectroh'ltómetro se llevó a cerQ con un blanco con agua a 280 

11m. la sQludón de BSA fue leída tomando 1.~ densidad 6Ptica como 
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lectura A. desPués se hizc, la siguiente ecuación: 

l. 10 = peso real del BSA mg/ml. 
6.7 

SOLUCION DE GLUCOSA 

Glucosa anhidra 

Agua des ti lada 

20 mg. 

20 ml. 

La gl!JC•lsa anhidra se agregó a un matraz volUIIIétrico de 20 ml .. 

>.! 1 cJJal se afor6 con agua destilada para dar una ·~oncentraci6n 

final de lmgiml. 
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itzul br i liante 

Et.anc•l .al 95/. 

Ac. FosMrico 85'1. 

Agua destilada a 

101) mg. 

50 ml. 

100 mi. 

1000 ml. 

El Azul brillante y el etanol se mezclaron hasta disolverse bien 

~n un matraz siendo almacenado en •Jbscuridad total t•:~do un dia. 

Al dia siguiente se agregó el ac. fosfórico y se filtró en 

membrana MilliPoJre de 0.45 um .aforando a 1000 mi. 

Se almacen(. en frasco ámbar a temperatura ambiente. 

SOU.ICION DE ETANOL 

Etanol industrial 

Agua destilada 
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SOU.ICION DE HIPOCLORITO DE Na 

HiPoclorit.) de Sodio i.clot·o:<. marca comercial) 

Agua destilada 

Deterqente ITween 80> 

SOWCION ENZII'fATICA 

ExtradQs enzi~Hcos 

$()t"bit•)l 

Amortiguador de fosfato!> 

Aqua des ti lada 

Se ajtJstú a PH 5. S con KOH O. 2 N. 

50 ml. 

50 mi. 

2 gotas 

100 q/1 

130 q/1 

2 ml. 

8 ml. 

El t:!:<trado enzimát ic•) se diluyó en e 1 amortiguador de fc1s f at.is, 

JesPties se le .-1didon6 el sürbitol disuelto en agua destilada Y 

o:.e a.just6 el PH. Pc·steriormente se filtró en membrana Millipore 
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0.45 l.Jm. Se filtró en un áre.3 estéril (c-3mpana de fh.1jo laminar r 

mechero} y se pasó a una placa Pe tri de vidrio también estéril. 

Sll.OCION AlA (larkin. 1976} 

Diacetato de fluoresceína S rng. 

rketona l rnl. 

La solución stock se almacenó en refrigeración a 4 oC en completa 

obscuridad. 

MORTIGUADOR DE FOSFATOS 0.1 1'1 

Componentes 

K2HP04 

KH2P04 

El PH se ajustó -3 5. 7 con Ac. Cftrico. 
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10.74 
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11ATERIAI.. Blll.OOICO 

-~pa de Trichoderma viríde QM9414. obtenida del Instituto de 

Madera Celulos.~ v Papel de la Universidad de Guadalajara. 

-cepa de Trichoderm! harzianum CBS-354-33. donada Por el Dt·. 

J. Peberdv de la Universidad de Nottingham, Inglaterra. 

-Plantas .jóvenes de Catharanthus ~· C!Jltivadas en el Centro 

de Investigación v Asistencia en Tecnología v DiseÑo del Estado 

de Jalisco. A.C. <CIATEJ). 
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** 

METODOLOGIA 

A CONTINUACION SE PRESENTA UN DIAGRAMA GENERAL SOBRE LA METO DO­

LOGIA PLANEADA PARA ESTE TRABAJO. LA DESCRIPCION SE HA DIVIDIDO EN DOS 

PARTES: -!f LA OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO Y **LA PROOUCCION DE 

PROTOPLASTOS A PARTIR DE CATHARANTHUS ROSEUS 

~~-R_ID_E _ __, 

* 
RECUPERACION 

DE LA ENZIMA 

~ FILTRACION 

·~ CE:NTRIFUGIICION 

, LIOFILIZACION . 

HOJAS DE 
C. ROSEUS 

** 

INCUSACION 
y 

DIGESTION 

CUANTifiCACION Y VIABILIDAD 

UNA DESCRIPCION MAS DETALLADA POR ETAPA SE DA A CONTINUACION; 



"ETODOLOGIA 

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ENZII'IATICOS A PARTIR DE LAS CEPAS DE 

Trichoderma viride QM9414 Y Trichoderma harzianum CBS-354-33. 

Crecimiento de las cepas en medio sólido 

Conociendo la f i siol•Jg!~ y esporulación de los hongos 

filamentosos altamente celulol!tícos como T. víride QM9414 y T. 

haniamun CBS-354-33, fueron propagados y mantenidos en placas 

•:on medio nutritivo papa-de:<trosa-agar <PDM (ver se•:dón de 

medíc•s de cultivo) durante 8-10 días; los primeros dos dias se 

incubaron a 27 oC en estufa de incubación marca Predsion) y el 

resto a temper.3tura ambiente hash su esporulación. 
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Obtención de los extractos enzimáticos de Trichoderma víríde 

QM9414 y Trichoderma harzianum CBS-354-33 en medio de cultivo 

El medio de cultivo liquido "A" se refiere al medio desarrollado 

para prodllcr.í•jn de celilhsas con T. viride QM9414 por Mandels v 

Reese en 1957 <Sternberg. 1976.l. Pat·a T. harzianum CBS-354-3"3 e!. 

reportado 1.m medio de cultivo para extractos enzimáticos par.:~ 

degradar paredes de hongos <Peberdy e Isaac, 1976), por lo 

.;mterior se deddió utilizar esta cepa en el medio desarrollado 

por ~1andels y Reese l.ver secdón de medios de cultivo). 

El medio de cultivo fue preparado y esterilizado en matraces de 

1000ml.. con 250 ml. de medio "A" en autoclave a 121 oC por 15 

m in. 

PosteriQrmente las esPQras fuerQn "raspadas" de las placas de PDA 

con cepas dt- T. vid de y T. harzianum (c.ada cepa en diferentes 

matraces), y resuspendidas c.:~d.~ placa a 20 ml de una solución d~ 
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Tween 20 .il 0.01%. Los matraces fueron inoculados con 10 ml. de 

suspención de esporas a temperatura ambiente, en una área 

ésteri l. Dichos matraces fueron inc,Jbados en agitador orbital 

\New Bruns1.1ick, Mod. G-25) por 120 hora.s a 28 oC a 180 rpm, y 

monitoriando la cinética de inciJbación cad.!i 24 horas (Fig. No. 

11. 

Obtención de los extractos enzi~ticos de Trichoderma viride 

QM9414 y Ttrichoderma harzianum CBS-354-33 en medio de cultivo 

El medio desarrollado por Mandels Y Reese en 1957 llamado 

anteriormente medio "A", fue modificado en el laboratorio 

sustituvend•J la fuente de nitrógeno ({NH4)2S04 y Urea) por un 

sustrato usado •:cmo fuente de nitrógeno en muchos procesos a gran 

escala. como el licor de maiz, QIJe es eficientemente 

metabolizable. es formado durante la producción de almidón de 

ma!z. El e:<tracto concentrado contiene numeros!Js amíno.~cidos, 
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tales. ·~c.mo alanina, arginina, ac. glut4mico, isoleudna. 

treonina. valina, fenilalanina, metionina y cisteína (Crueger v 

Crueger, 1984), además es utilizado como estabilizador del pH 

durante la incubación. Este medí•) fue llamado medio de •:ultivo 

"B" (ver medios de cultivo}. 

El medio de o:ultiVo) "B" fue preparado o:on los mismos componentes 

del medio "A", excepto el (NH4)2804 y Urea, substituidos con 

licor de ma!z. siendo la celulosa microo:ristalina la linica fuent~ 

de carbono. As! mismo l<l esterilización, inoculación e incubación 

fue igual como se menciona para el medio "A". De igual forma, en 

este medio se utilizaron cepas de Trichoderma viride QM9414 y 

Trichoderma harzianum CBS-354-33. los muestreos se llevaron a 

•:abo cada 24 horas pari3 mQnitorear la cin~tica de incubación 

<Fig. No. 1). 
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Muestreos 

Las primeras muestras fueron tomadas a las 24 h. de incuhad~•n, 

de cada matraz fueron tomados de 2 a 4 ml. de medio de cultivo, 

en tl.1bos de 10Xl.OO mm. en un 4rea estéril. l•JS tubos fueron 

se liados CQn p lás t icQ autQadherib le y posteriormente congelados a 

-20oC. 

El mismo procedimiento se realizó cada 24 h. h.:~sta el tb-mino de 

la inc1.rbación (120 h.). para que posteriormente se efectuaran las 

determinaciones de PH. .~ctividad celul•JHtica y concentración de 

proteinas (Fiq. No. 1}. 

Determinación de pH. 

Las muestras fuenm des•=ongeladas y llevadas a temperatura 

ambiente, el pH fue determinado en el mismo tubo que contenía la 

muestra mediante un potend6metro {CondllCtronid ajustado 

previamente con una solución de pH 4. Posteriormente los tubos 

fueron colc•=ados sobre hielo para continuar con las 

determinaciones siguientes (Figs. No. 1 y 2). 
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1 PROTEINASl 

A A 
GDGUGDG8 
~ '\ /? /7 

"\. INCUBACION ,;Y' 
MUESTREO 

1 . 

~ 
1 CELULASAS } 

FIG. NO, 1.- DIAGRAMA GENERAL DE INCUBACIÓN, MUESTREOS Y MEDICIONES DE 

LAS CEPAS TRICHODERMA VIRIDE QMS414 Y TRICHODERMA ~ARZIA 

NUH .. CBS-3S4-33 EN l'lEDIOS DE CULTIVO "A" Y "!3". 



Determinación de actividad celulolltica. 

El método de actividad celulC!l itica del paPel filtro fu.:: 

desarrolhdo por 11. tlandels <Mandels. 1976.1 para cu.;mtificar la 

.3ctividad que tienen las celulasas para hidrotizar el papel 

filtro, esta activid<~d es report.:td<! fll:lr miligramos de wkares 

reductores por mi 1 il itro en una hora de reacci,)n (Fig. No. 2). 

De las muestras que fueron colectadas cada 24 h. dur<~nte la 

inc1.1baci6n v siguiendo la secuencia de la Fig. No. 2 fue llevado 

a •:abo el métodü de actividad celulol!tica Para t•ldas las 

muestras. 

Las muestt·as contenidas en lüs t1Jbos de 10X100 mm. fuero:m 

filtradas a través de una tela de manta de cielo para eliminar el 

mí·~elül. Del filtrado se tom.aron 0.5 ml. de muestra y 1 ml. de 

amortiguador de citratos 0.05 M con PH 5 (ver sección de 

soluciones) en tubos de 25X150 mm. se agreg,j una tira de papel 

filtro Hlhatman No. U 1X6 cm. arrollado dentro de la soluci(•n. 
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~mi.DNS 
• REACTIVO 

.. 

.,.: ... 

... 

1 mi. DE PAPEL 
AMORTIGUADO~FILTRO 

. 1 • 6 cm. 
' c5omOJ 

DOBLADO INCUBAR 
1 hr. 

50"C r---e 

HERVIR !lmln. t;.~ H O LEER EL VALOR 
15.'5 DEL CALOR A eSONM 

~ c¡:o~~ 
FIG. 2 METODO DE DETERMINACION DE ACTIVIDAD 

CELULOLITICA.( MENDELS,REESE 1976). 



se incubó P•)r una hora a 50 oC. Al térmí nf) de es te tiemPo se le 

.~greqaron :3 ml. del reactivo DNS (ver sección de soluciones} para 

deten•?r la reaccié•n. los tubos fueron puestos en un baÑo de asu;a 

a Punto de ebull idón durante 5 m in.. despt.les se agregaron 15. S 

ml. de agua destilada aforando a 20 ml.. se mezcló en un vortex 

!FISHERBRAND>. Las muestras fueron leidas en un espectrofotómetro 

(LKB modele: IJLTROSPEC !Il .'J 550 nm determinando el total de 

avkares reductores co::;mo glucosa; se emPleó r.m blanco para 

a.irJstar el equiPo a D.O. 550nm igual a 0.0 <Fig. No. 2} (Mandels. 

1976.\. 

Para cuantificar los azr.kares reductores producid•)S en una hora 

de reacddn. se utilizó una •:urva est<indar de glucosa anhidra 

-~ una concentración de 1 mg/ml que se preparó de 1.:1 siguiente 

manera: 
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N!J. tubo ~:C·l. Gluc•jSa Agua DNS Aforo a 20.0 
ml ¡¡¡J ml mi 

O!Bcol 0.(! 1.5 3.0 15.5 

0.2 1.3 3.0 15.5 

., 
G. 0.4 1.1 3.0 15.5 

·:!< 1).6 0.9 3.0 15.5 ... 

4 0.8 0.7 3.0 15.5 

5 1.0 1).5 :3.0 15.5 

Antes de aforar a 20 m l. con agua las mues tras se pasaron Por un 
baÑo de agua a ptmto de ebullidón durante 5 min. 

La ledura se tomó Por espedrofotc•metda a 550 nm Y se gnficó 

D.O. vs •:oncentradón. Para •Jbtener una curva estándar de glucosa 

v b:)marla de Patrón para determinar adividad celljlolftica komo 

.~zácares reductores Producid•)S P!Jr la celulosa hidrol.izada por la 

-~cdón de las ce lulasas en una · hora de reacción) en tos 

extractos enzimáti·~os. 
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Determinación de concentración de proteinas 

Las Proteínas fuerCJn determinadas Por el métod.:' de Bradford 

(Bradford. 1976.1 utilizando suero de albdmina bovino comv 

estándar (ver sección de soludones). La curva estándar fu~: 

preParada con solución BSA a lmg/ml. en tubos de 10Xl00 mm se 

agregaron 10. 20 v 30 ul de solución BSA en cada tubo. 

posteriormente se adicionaron 3 ml de solución BradfCird y se tomó 

la lectura en un espectrofotómetro WLTROSPEC II, LKB) a 595 nm. 

La curva se elaboró graficando densidad óptica vs concentración. 

Las muestras se Prepararon tomando como referencia la curva. Se 

tomaron 100 ul de cada muestra en tubos de lOXlOO mm y 3 ml de 

solución Bradfm·d, se agitaron suavemente y fueron leidas en un 

espectrofotómetro <ULTROSPEC II, LKBJ a 595 nm. La densidad 

óPtica. de las muestras fue comparada con la CIJ.rva estándar. para 

así determinar la concentración de proteína en mg/ml de los 

extractos enzirnáticos. 
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RecuPeración del extracto enzimático 

Filtración 

Los matraces fueron deconqelados hasta temperatura ambiente. 

inmediatamente despu,.s de ser descongelados, se filtraron en tela 

·---~, Ao delo para descartar el micelio y el filtrado se 

mantuvo en hielo para evitar la desnaturalización de la enzima. 

Centrifugación 

Posterioremente el extracto se centrifugó {centrifuga Sot·vall 

RC50 a 10,000 rpm en un rotor de ángulo fij.:' Sorvall SS-34, 

durante 15 min a O oC. El sobrenadante se recuperó en botellas d~ 

1000 ml. con 100 ml de extracto. estas botellas se mantuvieron 

sobre hielo. 
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Congelación y Liofilización 

Las botella!> con 100 mi de e:<trado se congelaron ,:;on una mezcla 

criogénica de bió:üdo de carb,:.no (C{)2) y acetona en un recipiente 

de -~luminio. Los 100 ml de extracto se •:•:mgelaron en las paredes 

de hs b.::1tellas por un continuo m•)Vimiento giratorio de las 

botellas en el recipiente con la mezcla criogénica. Las botella)> 

·~on el e:drado ya congelado en las paredes fueron destapada~ 

para ser liofilizadas P•:lr 48-72 h a. -50 etC !.se utilizó un 

lic•filizador marca LABCONCO. modelo 75040), 

Almacenamiento 

Los extractos va 1 iof i lizados (cada uno por separado) se 

almacenaron a -20 oC hasta que se utilizó para el aislamiento de 

protoplastos de Catharanthus ~· 
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AISI..At1IENTO DE PROTOPLASTOS DE HOJAS DE Catharantus roseus POR El 

tiETOilO ENZittATIOO. 

fl aislamiento de prot.wlastos d~ CatharanttJs ~ se obtuvo 

mediante h acci·5n de los extrac-tos enzimátícos de Trichoderma 

viride QM9414 y Trichoderma harzianum CBS-354-33 mencionados 

anteriormente. 

Desinfección de las hojas de catharanthus tQ!!Y! 

El material vegetal se des infectó superf idalmente antes de 

iniciar su tratamiento in yitro, y todo el manejo del tejido se 

hizo en condici.:mes asépticas en are as especificas p.::~ra este 

Propósito (campana de flujo la.'llinar VECO y mecheros Bunsen). asi 

como todos los medios de cultive•, instrumentQsr y reciPientes de 

cultivo fueron esteriliz-3d•)S por aut.Jclave l5 mina 121 oC. Las 

hojas de C. ~ completamente expandidi.is se des infectaron 

Primero en etanol al 70% (v/v) pm· 2 min po;- lo cual se 

eliminaron grasas de las hojas lo que permitió una meJor 
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Penetradein del agente desinfectante que fue el hipoclodto de 

sodi!:l (doro:<. marca comerciali al 50% (v/v) •:on una gota de 

detergente !T~o~een 80.\ en e 1 cual las hojas se mantuvieron por 15 

min. Al término de este tiempo l.:ts h.:l.jas se enjuagaron con agua 

destilad.j estéril {B.3rba, 1987) Fig. N.:•. :3. 

Tratamiento e incubación de las hojas de Catharanthus ~ 

La ePidermis inferior de las hojas fueron separt~das cCtn 

sume• (~lúd.;~dc• Y las ho.j as se ·~•)rtaron en segmentos de 2 a 5 mm 

transversales a la hoja. A continuación las pequeÑas piezas de 

tejido se coloe<lr•)n en contado con una placa de Petri estéril de 

vidri(• que contenfa la siguiente mezcla: 

E:drado enzimático 

Amortiguador de Fosfatos 

Sorb i tol 030.1) gfl P/v) 
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Se ajust6 el pH con KOH 0.2 N. se adicionaron 50 ul de ampicilina 

{8. O rng/mll. 

El extracto enzim.Hi·~Q disudt•' en 2.0 ml de amortiguador de 

fosf.:itQs con pH 5. 7 Y en B.O mi de sorbít,,l. fue previamente 

esterilizado por filtrad6n en membrana Millipore de (),45 um. las 

Plac<1s fueron sellad.:~s con piásticc• autoadherible y mantenidas en 

completa obscuridad e in,~ubados durante 16 hrs en un incubodor 

orbital INew Brunswick. Scientific Co.) a 50 rpm, .;¡ 25 .,e 
(Gonstabel. !982) Fig No. 3. 

Purificación de protaplastos de Catharantbus ~ 

Después del pedc•do de inc1tbaci6n. los se9mentos de hoj.'l st­

a9itaron IDilY suavemente para liberar todos los protoplastos; la 

susPensión fue filtrada .3 trav~s de una malla I.Tela de manta de 

cielo doble} Pa~-a seParar l.::ls fragmentos o remamentes de ho.ja. El 

fíltrado se transfirió a tubos cónicos de poliPropileM y se 
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centrifugaron a 85 x 9 por 5 min en una ·~entrffuqa 

INTERNATIONAL (mod HN-SII.i. El sobrenadante se removió 

cuidados~mente con pipeta Pasteur y se elimin6. 

Los protoPlastos se resuspendiercm en el medio de cultivo 

•:SS111t~tieo MS lfquid•j (ver se,~d·~n de medios de cultivo} ·~on 

sorbitol, el proces•3 de centriftJgadón se rePitió por tres 

veces. Al cabo de la centrifugación se eliminó el sobrenarlante Y 

l•:.s Proto¡:¡lastos se •:oncentraron en el fondo del h.tbo y se 

r-esuspendieron en iJn mililitro de medio de cultivQ MS cQn 

sorbitol <Barba, 19B7.l Fig. No. 3. 

Cuantificación de protoplastos de Catharanthus ~ 

La densidad de ProtoPlastos se determinó con un microscopio 

American 0Ptkal y una cámara Neubauer de 1 mm~: de volumen. 

La densidad de prot.JP las tc•s requerida para la siembra es de 10 E4 
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ProtoPl.astc.s por mililitro. pudiéndose .;¡justar esta densid.::td 

aÑadiend(• medio JJsmótico MS con sorbit(•l. 

Viabilidad de protaplastos de Catharanthus ~ 

La viabilidad se determinó tiÑendo los protoplastos c•Jn diacetatc• 

de flum·esceina CFDAJ esta fua preparada en una sJJlud6n stod: 

\ver sección de soluciones), una gota de esta fue ailadid.:¡ a 10 mi 

de mediQ osrotico. a c•Jntinuación se le agregarQn !),5 ml de 

suspensión de ¡:n·,:¡t,;plastos. despues de 5 min a temperatora 

ambiente los ProtoPlastos fueron e:<aminados •X•n un microsc•)Pio 

de contraste de fases (D\rl Zeiss} con luz ultravioleta. 

Siembra de protaplastos de Catharanthus ~ 

Todos los medios de cultivo prot.Jplasmáticos son variaciones de 

los medios minerales de Murashige y Skoog (Barb<l. 1987) ya que 
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requieren altas conc·errtraciones de iones calcio y azúc~res 

alNhólicos como estabilizadores para evitar la lisis osm6tic.'l. 

Por lo hnto se sembraron tomand1:. alf·~uotas de protoplastos 

susPenrlidos en medio osmótico liquido Y se colocaron en una placa 

Petri: se mezclaron cuirfadosamente •:on un volumen del mismo medio 

osmt•tiro, con 2. Oi. de agar a 40 oC sin habP.rs!? ge lificado. 

A •:ontinuaci6n, se sell6 la phca •:on pgstic•:> autw.dherible y 

S!? •:olo•:aron en una •:ámara de cultivo a 26 QC y con un 

f•)b)per!orlo de 16 hrs luz ( l!Jz fluorescente) y S hrs · ''bscuridad 

¡:;an su regeneración i.Dodds and Roberts, l982). 
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RESULTADOS 

Obtención del extracto enzimatico a partir de Trichoderma viride 

QM9414 en medio aA•. 

Como se Qbserva en la Figura No. 4. las primeras 24h se 

c01raderizan por un incremento en l~ act i vid.;¡d ce lulol !tic a 

siendo esta de 0.52 mg/ml/h, mientras la concentración de 

proteinas es minima. 0.07 mg/ml. El pH del cultivo subió de 5.7 a 

6.4 en 24h (Fig. No. SJ. De las 24h a las 48h la adividad 

·~elulolitica aumentó llegando a 0.60 mg/ml/h. y la con·~entt·adón 

de pr·•)tefnas se mantuvQ en un nivel bajo, 0.88 mg/ml (T.~bla ~J. 

4). 

A hs 4811 el pH del medio de cultivo alcanzó su nivel mas alto. 

6.6. L.3 actividad celulolitica a hs 72h se incremento) a mas del 

doble. 1. 94 mq/ml!h. A Partir de las 72h e 1 pH comenzó a 
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Tabla No. 4 

TJEMPü 
fHrs) 

24 

48 

72 

96 

120 

ACTIVIDAD C8.ULOLITICA 
(mg/ml/h) 

0.52 

0.60 

1.10 

Ír8:3 

1. 96 

CONC. PROTEINAS 
lmg/ml) 

0.07 

0.88 

1. 94 

6.11 

9.32 

0~?tenninaci6n de Actividad Celulolftica v 
Concentración de PrQtefnas de Tri•:hQderm.~ 

viride Qt19414 en MediQ A. 



----------------------------

descender hasta 4.9. La actividad eeluloHtk3 llegó a un nivel 

de 1.83 mg/ml/h a las 96h de ctlltivo, la concentración de 

proteinas at.unent6 considerablemente hasta 6.11 mg/ml al mismo 

mientras eme el pH llegó a su nivel mas bajo 3.6 i.Fig, 

Al final de 1 eult i vo, 120h la aetividad ce lulol !tic~ 

llegó ~ 1.96 mg/ml/h y la concentradón de proteinas a 9.32 

mg/ml, el PH fin.31 del cultivo subió un poco llegando a 3.9 (Fig. 

No.Bl. hl como se observ.~ en la Fi91tra No. 4 t<~nto la actividad 

celulolitica como la coneentradón de Proteínas no llega a su 

nivel m.1ximo va Qll•? ambas curvas siguen en ascenso. 

Obtención del extracto enzimático a partir de Trichoderma 

harzianum CBS-354-33 en medio •A•. 

La cepa de T. harzianum CBS-:354-:33 f1.1e cultivada en el medio 

desarrollado Para T. viride 11~19414 ·~omo se mencionó en Materi<~le·; 

mg/mllh a hs 24h, mientras la eoncentración de proteínas fue de 
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4. 9 mg/ml en hs mismas horas. El pH se incrementó de 5. 7 ,¡¡ 6. 2 

(T<1.bl.a No. 8). A las 4:3h la adivid<~d celulc•l!tica se incrementó 

de 0.36 .1 3.36 mg/ml/h. mientras la ccmcentración de proteínas 

llegó a 6.1 mg/ml <Tabh No. 5.l. El pH aumentó 1.m pocc¡ de 6. 2 a 

6.3 a hs 48h <Fig. No. 8). la actividad celuloHtica casi se 

duplicó a las 72h. lleg.;~.ndo a 6.8 mg/ml/h. la concentrad.~n de 

pro te inas a1Jment 6 hasta 6. 7 mg/ml a las 72h de cultivo (Fig. No. 

5). Mientras tanto el pH bajó drásticamente hast-3 3.4 (Fig. No. 

8). 

la actí vi dad ·~e lulolH ic-:1 a las 96h llegó a 7. 8 mgiml y la 

concentración de protefnas a1.1mentó considerablemente hast.:~ 21.5 
\ 

mg/ml. El PH continuó descendiendo hash 2. 9 (Fig. No. f:). 

Al finalizar el ct;ltivo (120h) la actividad celulolftica llegó a. 

un nivel de 8. 96 mg/ml/h. al igual que la concentracié•n de 

proteínas. CUYCI valor fue de 23.1 mg/rnl. El pH presentó su nivel 

minim•), 2.8 al finalizar el cultivo <120h), ·~omo se observa en la 

Figura No. 8. La .3.dividad celuJ,,lftica Y la eoncentración de 

-69-



lO 

~ 9 
": 
E 
"' 8 -e 
Q; 
...... 

N 7 .::¡ 

" c:n 
E 

6 -
o 
u 

5 
o 
::l 

a.. 
u 4 

"'Cl 
o 3-'O 

.:::: 

....... 
u 
<: 2 

o 

FIG. ~O. 5,- DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD CELULOLfTICA Y (ONCENTRACIÓ~ DE PROTEfNAS 

DE LA CEPA TRICHODERMA HARZIA~UM CBS-354-33 EN MEDIO DE CULTIVO "A", 

~::=:=: 

e __ Act. Ce\ u lo lítica 
o __ Proteína 

24 48 72 96 120 

Tiempo (Horas) 

30 

20 -~ e 
"' Ól 
E 

o 
-~ 

<lJ 
....... 
o .._ 

Cl... 
10 



Tabla No. 5 

TIEMPO 
í.Hrsi 

24 

48 

...... 
1.:: 

96 

l20 

ACTIVIDAD CELULOLITICA 
(mg/ml/h) 

0.36 

3.36 

ó.80 

7.8(l 

8.96 

CONC. PROTEINAS 
{mg/mll 

4.90 

6.10 

16.70 

21.5(! 

23.10 

Determinación de Actividad CeliJlolftic'l v 
Coneentración de Pr,jtefnas de Triehoderma 
harzianU!il CBS-354-3 en Medio A. 
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Protei'n.as no. ~lcanBron su nivel miÍximo a l<~s 120h, como se 

observa en la Figura No. 5. 

Obtención del extracto enzimático a partir de Trichoderma viride 

Ql'f9414 en medio 8 8". 

La Figur.'l v T.;~bla No. 6 muestnn que en las primeras 24h de 

cultív.:l la actividad celulolitíca fue de 0.73 mg/ml!h. mientras 

que la concentración de proteínas llegó a un nivel de 3.36 mg/ml. 

El pH en el cultivo subi6 a 6.3 a las 24 h (Fig. No. 8). A hs 

4Sh de cultivo h actividad celulolitica aumentó hast.::~ 1.82 

mg/ml/h, a SIJ vez la concentrach~n de protertas tuvo un incremento 

considerable de 13.46 mg/ml a las mismas horas (Fig. No. 6), 

mientras tanto el pH descend!a un poco a 6.1. 

La actividad ·~elulolftk:¡ aumentó muy poco a l.:¡s 72h llegando a 

1.S'5 mgiml/h. en este mismo pedodo de cultivo l.;~ C•jncentr-adón 

de proteinas se mantJJVo en 1:3.46 mg/m! C•imo se observa en la 
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Tabla No. 6. 11ientras que el pH volvió a subir a 6.3 a las 72h, 

la actividad .::elul•:•liti.::a llegó a un nivel de 2.80 mg/ml/h a I.~s 

96h de cultivo. la concentración de prc•teinas llegó a 17.27 mg/ml 

al mismo tiempo, mientras el pH as.::endf,J de 6.3 a 6.4. Cuando 

finalizó el .::·ultivo <120h), la actividad celuloliti.::a descendió a 

2. 40 mg/mllh y la con·~entn1ción de Prc•te !nas hmbién descendió 

hasta 14.60 mg/ml. el pH final del cultivo subió un poco mas 

lleg.:tndo a 6. 5 (Fi g. No 8.l. 

Obtención del extracto enzimático a partir de Trichoderma 

harzianum CBS-354-33 en el IH!dio •s•. 

El cultiv•:> d·~ T. harzi.anurn CBS-:354-33 en el medio modificado. que 

se describe en Medi.os de ':ultiv.::>, muestra un notable incremento 

de actividad celuk,JHic.a y .::oncentraci·~n de Proteínas .;¡ las 

primeras 24h. 1.68 mgiml/h y 11.32 mgiml respectivamente, como se 

observa en la Tabla Y Figura No. 7. A las 48h la actividad 

ce lulo! Uíca continuó incrementándose considerablemente hast<3 
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Tabla No. 6 

TIEMPO 
í.Hrs) 

24 

48 

72 

Ql ,e• 

120 

ACTIVIDAD CELULOLITICA 
(mg/rnl/hl 

0~~7:3 

1.82 

1 QC' ,..,..¡ 

2.80 

2.40 

CONC. PROTEINAS 
{mg/ml) 

3.36 

13.46 

13.46 

17.27 

14.60 

Determinación de Actividad CeluloHtica v 
Concentración de Pr-otefnas de Tr-ichoder-ma 
viride QM9414 en Medie• B. 
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Tabla No. i 

TIEMPO 
(Hrsl 

24 

48 

.,.-~ 
f,;. 

96 

120 

ACTIVIDAD CELULOLITICA 
(mq/ml/hl 

1.68 

3.36 

6.42 

6.61 

4.96 

COHC. PROTEINAS 
!.mg/mU 

11.32 

12.13 

23.84 

25.46 

17.14 

Determinación de Actividad Gelulolftica v 
Concentraci•5n de Protefn.~s de Trichoderma 
harzianum CBS-354-3 en Medio B. 
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:3.:36 mg/ml/h. mientras 1., concentración de protei'nas t1Jvo un 

ligero incremente• de 11.:::2 mg/ml a 12.1:3 mg.!ml como se observa ·~n 

la Tabla No. 7. por lo tanto el PH durante las primeras 24h subió 

de 5.7 hasta 6.6 Y descendiendo a 6.~: a las 48h (Fig. No. 8). En 

la Figut·a No. 7 se muestra que a las 72h la actividad 

celulol Hica se incrementó hasta 6.42 mg/ml/h, come• también la 

concenhar.:ié.n de proteinas a estas mismas horas tuvo su máxima 

concentrad•)n 28.84 mg/ml. la máxima actividad celulol!tica se 

presentó a las 96h cuando alcanzó 6.61 rng/ml/h. 

La •::oncentración de proteínas fue descendiendo a las 96h a 25.46 

mg/ml, al igual que la adividad celulol!tica, que a las 120h de 

C!Jltivo tuvo un descenso hasta 4.96 mg/ml/h, ti\mbién la 

concentraci•)n de proteínas terminó el cultivo descendiendo hasta 

17.14 mg/ml. cc,mc• se observa en 1.3 Figura No. 7. Sin embargo el 

PH desde las 48h hasta el final del cultive• U:?Oh} se mantuvó en 

6.:3 <Ti!bla tk. 8.}. 
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hbla No. 8 

TIEMPO (Hrsi 

CULTIVOS 24 48 72 120 

T. viride Medio A ' t.. 4 6.6 4.9 2:.6 3.9 

T. har z:ianwn Medio A 6 ') ' .... o11.;.. 3.4 2.9 Vi 

T. v·idde Medio B 1 .... 
o,.:~ 6.1 6.3 6.4 6.5 

T. har-zi.:~num t1edio B 6.6 1 ':l 
Oow ó.3 6.3 6.3 

Niveles de pH durante el cultivo de Trichoderma viride QM9414 ~ 

Trichc•derma harzümum CBS-354-33 en los Medios A y B. 
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Aislamiento de protoplastos de Catharanthus ~utilizando los 

extractos enzimáticos. 

C:CtmCt se menci•1nd en Nateri.::1les y ~litodos, tos edrad•)S 

l!nzi~ti.cos de frichoderma viride QM9414 y Trichoderma harzianum 

CBS-354-33 se utiliz.:~ron en el aislamiento de protoPlastos de 

Catharanthus ~· .)!)teniendo los siguientes resultad.:ls: 

Con el extn1do enzi!MtiC(\ de T. viride QM9414 en el medi.o "A". 

!.3 ·~oncentradé•n de protoplastos aisl.:~dos fue de 1.54 E6 

Protoplastos Por mililitro !Tabla ~:.¡, 9). 

la IDá:dma pr•1ducdón d12 protoplast.::•s de Cath.;~ranth!Js ~ se 

obtuvo con el extracto enzim.~tico de T. h<trzianum CBS-354-33 

cultivarle. an el medio "A", siendo esta de 1.67 E7 protophstos 

Por mi 1 il itrQ. •:omo se indica en la T<thla No. 9. 

El edrad.:• enzimático de T. vidde QM9414 crecido en el medio 

"B" produje. una densidad de protcplastos de C. ~ de 
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t.é.? E6 protoplastos por mililitro <Tabla NO. 9.l. 

Finalmente V.1 densidad de protoplastos .3islados de C. roseus 

utilizando el edracto enzim.~tico de T. harzianum CBS-354-33 

cultivado en el m.~dio "B", fue de 2.22 E6 protoplastos por 

mililitro ITabla No. 9). 

Las Pruebas de viabilidad de protoplastos aislados mostramn una 

mayor cantidad de protüplastos viables utilizando el edrado 

enzim4tic.::¡ de T.harzianum CBS-354-33 ·~ultivado en el medio "A". 

Por lo contrario los ProtoPlastos obtenidos al utilizar el 

eKtracto enzimátko de esta cepa cultivado en el medio "B" no 

presentaron viabilidad. 

!Jt i 1 iz.:mdo los edract.)s enzim.H icos de T. viride QM9414 

cultivado en ambos medios se obtuvierc•n protoplastos viables, 

aunque en menor cantidad que l•:.s obtenidos con el extracto 

enzimático de T. harzi;:¡num CBS-354-33 en el medie• "A". 
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T-1bla No. 9 

EXTRACTOS ENZH1ATICOS 

T. vit"ide QM9414 
del Medio A 

T. harzianum CBS-354-33 
de 1 t1ed io A 

T. viride QM94H 
del t-1edio B 

T. harzianum CBS-354-33 
del Medio B 

PROTOPLASTOS POR ml 

1.54 E6 

1.1.6 E? 

1.67 E6 

2.22 E6 

Densidad de Proto:¡plastos aislados •Jtilizando los Extradeos 
F.nzimáticos de Trichoderma viride QM9414 Y 

Trichoderma harzianum CBS-354-33 en los Medios de Cultivo 
A y B. 
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D I S C U S I O N 

Los resulhdos ottenidc•s en el medio "A" con J.;¡ cePil de 

Trü'hoderma vit"id·: fiM94l4 muestran una mfnima concentración de 

PrQtefn.:ts durante las primeras 4-Sh, -'.!. partir de entor11~es mostró 

un incremento considerable hasta el fin.:tl del ·~ultivo U20hl. 

como se observ~ en la T,1bla No. 4 y Figur.::t No. 4, 

La adivid.ad ;::elulcMtic.a. siempre mostró un incremento ·~omo c!Jrno 

lo rePodado Por Sternberg en 1976. hasta las 120h, sin embargo 

Sternberg prolongó los cultivos !i.~sta 20 dias donde se m&strilba 

;Jn decremento en l-1 -1dividad eelulolHiea .:;¡1 final del .::ultivo. 

La Figura No. 4 muestra que hasta las 120h h activid.Jd 

•::e lulc.U t i•::a •::ontinúa increment.:!ndose al igual que la 

•".:•)ncentr.:~ción de pr•)te:fnas. lo que sugiere realizar eultiv!Js mas 

ilrol•)ngad!Js e.:•n e 1 •)bj et•j de !:lb servar la máxima at ividad 

cell.!lolitica y conc.entraci6n de Proteinas. 
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Sternberg en 1976 repodó que .:~. medida que e 1 PH desciende de 5. 7 

íPH inici.all hasta pH m•?ncw de 3.0 la actividad enzi~tica hende 

a incrernent.-1rse al igu.;¡l que la concentrado)n de proteínas. La 

Figura No. 8 muestra este mismo patrón. desc-endiendo el pH a un 

nivel 6.6. a las 48h, hasta 3.6, a las 96h. finalizando en 3.9 a 

l.:~.s 120h. Paralelamente tanto l-3 adividad celulolftica como la 

eoncentraci6n de Proteínas a partir de las 48h ·mostraron un 

incremento (Fig. N.). 41. Esto inrfica que ha medida que el pH 

descinde la actividad cehlolftica se incrementa de .;~cuerdo a Jo 

mencionado en la 1 iteratura. 

Los resultados que se muestran en la Tabla Y Figura No. 5 del 

cultivo de la cepa de T. harzianum CBS-354-33 en el medio de 

cnltivo "A" muestran. una mínima actividad ·~elulol!tica de 0.36 

mg/mllh durante las Primeras 24h. simil.;¡_r a la de T.viride 

Q1194114 en el medio "A". Mientras que la concentración de 

prote !nas fue mayor que para T. viride Qt19414, 4. 9 mg/ml en las 

primeras 24h. la c-oneentradón de Proteínas no es similar ,:¡ lo 



rePodado por Sternb·~rg en 1976 Para T. viride QN9414 en el mismo 

medio. 

La a.d i vi dad ce luloli t ica tuvo 'Jn in•:rementQ bastan te 

c.:;nsiderahle a Partir de l.3s 24h hasta las 72h, llegandQ hasta 

6.8 mg/ml/h. esto sobrepasa a lo reporhdo por Sternberg en 1976. 

en •=·3ntidad Y tiemPo de •:ultivo .;on la cepa T.viride QM9414 en el 

mismo medio. La ad ividad celuloHt ic-3 siguió incrementándose 

d!lrante las '16 y 120 horas con 7.80 mg/mllh Y :3.96 mg/ml/h 

respedivamente. Al final del cultivo la curva aun no declinaba 

lo que suPone que al seguir el cultivo Pudo haber un incremento en 

la ad i vi dad ce luloli' t ica y con•:entr.::¡dón de proteínas (Fig. No. 

5l. 

La c.:oncentación de protefn~s se comPortó de una forma similar a 

1.3 actividad •:eluloli'tio:a a partir de las 48h de cultivo. siempt·e 

mostró un incremenbJ muy considerable. llegando al final del 

cultivo hasta 23.1 mg/ml. como se observa en la Tabla Y Figura 

N•:.. 5, mQstrand•:r esh cep.:;~ mayor actividad cel!.iloHtíea y 
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c~Jncentración de protefnas qu.~ T. viride G\1'19414 en el mism medio 

de cultivo. 

El PH se ·~omPortó •X1ID•j lo repod.3do por Sternberg en 1976 para T. 

viride QM9414. .'i medida que el pH desciende. la actividad 

enzim,4ti.:a tiende a incrementarse com•J tambi~n la concentr.:~cíón 

de Proteínas. La Tabla No. B indica los pH !:!U•? se ¡:wesenhnm 

durante todo el cultivQ. CQIDQ a hs 120h el pH alcanz•:i su nivel 

mas bajo. 2.8. En la Figura N•:o. 5 se •::.bserva que la actividad 

•:ehdolfti•::a Y •:•Jncentadón de pr~Jtefnas tienen un m.4:ámQ nivel. 

wno 1.:• indica la literatura. 

Seg{m observadc•nes realizadas durante los muestreos. el 

crecimiento mi·~elar de T. harzi¿¡num CBS-:354-:3:3 .:T;~ muy .;~parente a 

Partir de l.'is 24h de cultiv.:•, manteniéndose hasta las 7211. 

Observándose en la Figur-1 No. 5 til.nto la adividad celulolitk~ 

como la c!Jncentradón de proteínas se in•:rementan nohblemente ;¡ 

l.:¡s 24h la Primera Y .~ las 4Bh la seg1.1nda, y rontinó<~n 
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incrementánd•:lse a lo largo de t~Jdo el ,:ultivo. Illanes y 

Schaffeld en 1982 rePortat·on pan. IJna cepa de T. reesei Q~19U4 

\T. viride QM9414 P<ira otros autores). creddo en un medio 

conteniendo bagazo d•1 remolacha como fuente de carbono. que h 

concentr-lción de proteínas se incrementa hasf.:;¡ 30h deSPlies de que 

la masa microbiana llegara ii su fase estacion<tria. M!JY 

Posiblemente ocurra el mism.:• patrón Para T. harzi.:mfJm en este 

medio. Es importante hacer notar que J;¡ ,ldivid<~d o::elulol!tica 

Par.;¡ T. harzianum CBS-354-33 fue muy superior a lo reportado por 

Sternherg en 1976 par.;¡ T. viride Qt-1941~· en el mism.:1 medio, 

llegando .;¡que 1 hasta 8. 96 mg/ml !h •::ontra 4. 75 mg/ml /h rePortad•). 

De los res1tlt.:tdos obtenidos de 1 medio de cultivo de la cepa de T. 

;'iride ~~~19q.]4 •::ultivado en el medie• "B", como S•! indica en la 

hbla y Figura No. 6. se ojbserva un in·~remento ffi-iYOr de actividad 

ce lulo! H ica a las 24h en e 1 medio "B" que en el medio "A" con 

e·;ta mi sm,l cepa O. 73 mg/rnl/h Y 0.52 mg/ml/h. resped ivamente. De 

la mism-'1 ma.nera sucedió con la concentración de prCtte!nas en el 
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1fl:?dio "B" fue de :3.36 mg/ml Y en el medio "A" fiJe d•? 0.07 mg/ml 

<Figs. Nc•, 4 y 6). 

L:t adivid.ad celuloWica Y la concentr-.adón de proteinas se 

cQmportaron de forma similar durante el cultivo C>Jffi•J se pl:ede 

observ.:¡r en la Figura NQ, 6. De las 24h a las 48h tuvieron •?1 

ineremento mas considerahle durante el cultivo, h actividad 

celulol itica aumentó hasta 1.8~! mg/ml/h. la concentración de 

proteinas se incrementó hasta 13.46 mg/mL super<~ndo las 

cantidades 'Interiores al cultivo de esta misma cePa en el medio 

de cultivo "A" rePortadQ por Sternherg en 1976. fn el perf,:¡d,, de 

48h a 72h tanto la adividad celul•Jlitica como h concentr.;id•jn 

de Proteinas se mantuvieron estables. A P<:rtir- de las 72h se 

siguió incrementando la .actividad celu!olftica v h concentración 

d•2 Protefnas. teniendo su m.:íxim.:;¡ adivid,ld celulolftka a las 92h 

con 2.80 mg/ml/h. superando c.:m esto a la actividad celuloHtica 

de T. viride QM9414 en el mismo medio de cultivo "A" (Figs No. 4 

v 6) .3un en menm· tiempo de •:ult.ivo. la ~:üm.a concentraddn de 

Proteinas fue .3 las 9"2h con 27.27 mg/ml, por l•:l tanto h 
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cc•ncentra-:ión de proteínas de la cePa de T. viride Qt19414 en el 

medio "B" es mayor en este tiempo Qlje el mostrado por est.a mism.;¡ 

cePa en el medio "A" en las mismas condiciones de cultivo. A 

partir de I.:ls 96h hasta el final del cultivo (120h) h actividad 

celulolftica v la •:oncentn~ción de proteínas dedinó hasta 2.40 

mg/ml /h v 14.60 mg/ml resped i vamente •Xllll•:O se •:observa en la 

Figura No. 6. 

El !!H durante todo el cultivo se m.~ntuvo en un rango de 6.6 a 

6.5, esto debido aP.'irentemente. a que el medio "B" contiene licor 

de maiz el c1Jal pudiera ejercer la funddn de amortiguador de pH 

IFig. No. 8.l. 

L•:os result.3dos mostrados en h Tahh y Figura No 7 t:¡IJe pertenecen 

a h cepa de T. hanianum CBS-354-33 cultivada en el medio "B". se 

observ-3 un incremento superior al mostrado por la cepa de T. 

viride I~M9414 cultiv.:~do en las mism¿¡s condiciones. llegandc1 la 

actividad celuloliti•:a hasta L68 mgiml/h, a diferencia de 

T. viride G!N9414 CU)'i! adiviil.:id celulolftica a las 24h ftJe de 

O. 73 mg/mllh . 
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En cuanto -3 la concentrad•:m de prote!nas l.;¡_ cepa de T. 

h.:~rzianiJm CBS-:354-:33 ¡n·~sentó un.=.t conentrilción mucho mayor que la 

lilostrada Por T. viride Q~19414 bajo las mismas ·~(mdidcnes d•? 

·~ultivo, de 11.32 mg/rnl, el primero) v :3,36 mg/ml el segundo, a 

J.:ls 24h. 

La Figura No. 6 muestra un incremento en la concentrad 'on de 

prote !nas de 12.13 mg/ml .3 !as 48h hasta 28.S4 mg/ml a las 72h. 

la ·~ual fue la máxima c.:¡ncentradón mes trada. A partir de 

enton•:es la concentt·.ación de protefn.;¡s dedinó llegando h<1sh 

!7.!4 mg/ml a las 120h. 

Cr:lmo se 9uede observar en la Figur.:t No. 7. la concentración 

de Protelnas para T. viride QM94!4 es muchc• menor que la mostrada 

por T. h.;wzianum CBS-354-~: llegando solo .3 17.27 mg/ml como 

máxima eoncentración a las 96h. 

L.=.t m.3::ima adivid.3d eelul!Jlftica se presentó a las 96h con 6.61 

mg/ml/h Para T. harzi.;~num CBS-354-3:3 en el medio "B" (Fig. No. 
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?l. a diferencia de T. viride QM9414 cuya actividad celulol!tka 

r~~dma fue de 2.80 mg/ml/h a la mism.:o hora de ·~ultivo <Fig. No. 

6). A las 96h de '~ultivo la actividad celulolftka ('!Jmenzó a 

declinar hast.a 4.60 mg/mllh Para T. harzianum CBS-354-33 en el 

medio 

Al igual que Para T. viride QM9414 el PH s•? mantuvo en un rango 

de 6.6 a 6.3 dut·ante todo el cultivo c~Jmo se observ.a en la Figura 

Es imPortante notar !lue a diferencia del crecimiento observad•:l 

para T. h.:¡_rzianum CBS-354-33 en e 1 medio "A". tanto la 

·~oncentr.3ci.ón de Proteínas c.:.mo la actividad ·~elulolftica 

declinan .al final de 1 Perfodo de 1 cult i V•) y segun •:lhservaciones 

r-eal.izadas durante los muestreos la Pobl<~ción de T. h.arzi.anun 

CBS-354-·33 en e 1 medio "B" creda m.as rápidamente y en mayor 

.;¡bundt~nci-3 1.1ue en el rn.-:dio "A". En este caso la celulosa del 

medio. pt·,;b.ablemente fue totalmente digerida en menor tiemPo 

(alrededor de 96h.l. de ahí que la actividad celuloHtica y la 
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concentración de Pt"Q\efnas descendieran. Estas observ-3dones se 

Pres•?ntaron de ig!Jal forma par.=.t T. vidde QN94t4 en este mismo 

medio !.Figs. No. 6 y 7). 

AParentemente el licor de m.3Jz estimula mas el crecimiento del 

hNi90 en menQr tiemp.::, v •:onsecuentemente una mayor di gestión de 

la celulosa. En el medie• de cultivo "A" el crecimiento de ambas 

cepas fue m.:~s lento Y la celulos.:~ presente quizas no fue diget"ida 

en Sil tot.3.lidild durante las 120h de cultivo. de ahí que -'lmbas 

curvas {adivictud celulolitica y ·~·:.ncentración de proteínas) no 

decliMran (Figs. No. 4 y 5.l. 

De acuerdo .3. los resultadc•s mostrados en la Tabla No. 9 el 

extracto enzim.~ticc• más eficiente en el aislamiento de 

protoplastos fue e 1 de T. harzianum CBS-:354-3:3 ·~ult ivadc• en el 

medieo "A" con un.;¡ densidad de 1.67 E7 protophstos por mililitro. 

l-3. densidad menor de protoP las tos se Present.:. al utilizar e 1 

extracto enzim.át ico de T. viride QM9414 en el medio "A" cm1 

1.54 E6 pr•jtc•plast.:ls por mililitro. 
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C<~be mencionar que la literat!Jra no inr!ica la c<~ntid<~d de 

Pr>:•toPlastr)S aish.dos para una determinada espede de Planta 

(Ccrding. 1960: Constabel. 1982; Evans y Brav•:., 1983; Barba, 

1987). Sin embargo. los a!Jtores mencbJn.:tn que la densidad mfnima 

para el cultivo de protoplastos aislados debe ser de 10E4 

Pn>toplastos por mili lih"(l. L.:J.s cantidades de protoplastr)s 

aisJ.=\das en el Presente estudio est4n por encima de los niveles 

requerirlos para su siembra, por lo CIJa] el método empleado fue 

eficiente Para este fin. 

Aunado a t.:> anteri•jf, .es necesari!J seÑalar que los e:(trados 

enzimát i·~os obtenidos en este trabajo no pasaron por un Prcu:es•J 

de semipuri f icadón •:omo m.;n-ca la li tentura (Cons tabe l, 19E:2; 

Evans Y Bravo. 198:3) sin embargo los niveles de protoplastos 

obtenidos frieron acept;,¡bles. 

El ens.:iYQ de vi.:ibilidad •:onfirmó que el método emple.;¡do en el 

aislamientc• de protoplastc•s de Catharanthus ~fue efectivo 

ya que gr-1n cantidad de los protcplastos aislados Presentaron 
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vi,:¡bilid.ad. esPecíficamente los .aisl.ad•)S con el e>dracto 

enzim.áticc• de T. harzianun CBS-354-33 en e 1 medio "A". 

Finalmente los extractos enzim.áticos para el aislamiento de 

protoP!astos de C.'3tharanthus ~pueden ser lltilizados p<u·a el 

aislamiento de protoplastos de diversas espedes de plantas 

superiores. 

-95-



e O N e l U S I O N E S 

1.- Los v-1lores m~:<imos de adividad celuk!li'tka de los 

e:<tractos enzimHicos de T. vidde QM9414 Y T. harzi.;I.J!!:!.!l] CBS-

354-33 cultivados en e 1 medio "A". se Presentaron cu.:mdo e 1 PH 

estuv~J en sus niveles mas baj•.:ls. 

2.- La concentración de pro te !nas de los extrad.::1s enzimáticos dP. 

T. viride I}M9414 y T. harzianum C:BS-:354-3~: •:ultivados en el 

medi!J "A". se incrementaron a p.:trt ir de las 72h y 24h. 

r"espedivamente, hast-3 el final del cultivo, 

3.- la adividad cell.llolític'! del e:drado enzimático efe T. 

viride Q/19414 cult iv.;¡do en e I medio "A", tiende a 

incrementarse a partir de las 4Bh hasta e! final del •:ultivo 

!120h.l. 
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4.- La eepa de T. h.=nianum CBS-:354-33 mostr6 mas altos niveles 

de actividad eelulolitie.~ cQmo de concentración de prote!nas. 

que T. viride QM9414 en el medi>i des.an·.::,llado Para este. 

5.- t\Parentemente el periodo de cltltivo par.;¡ .:~mb.as •:epas 

uti.l izando el medieo "A" deber.:í ser mas Prolongad•J va que la 

actividad .:elulolitka y la con•:entr.-idón de Proteínas n•; 

alcanz.:m su Ptmt•J máxime•. 

mavor en el extracto enzim4tico de T. viride QM9H4 cultivado 

en el medio "B" que las mostr.:~das en el edracto enzimático 

de la misma cePa en el medio "A". 

7.- L.;¡ celulosa presente en el medio de •:ultivo "B" probablemente 

sea consumida en su t.Jtalidad alrededor de las 96 h de 

cultivü. ya aí.t•? tanto la actividad celulolfti•:a como la 

concentración de Proteínas decrecen notablemente. 
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8.-El PH en el medio de cultivo "B" se m.ilntiene entre 6.1 Y 6.6 

dun.nte todo el c!.llt i vo v es debido .;¡,paren temen te .~ la 

presencia del licor de maL:. el ·~ual PHdiera estar funcionando 

9.- El extracto enzim3tico de T. han:ianum CBS-354-:3:3 cultiv.:tdo 

en el medí>:• "B" mostró tener m.ayor actividad celuloltic.:~ que 

el e:dr.:~cto enzim.Hi·~.:· de T. viride QM9414 cultivado en el 

mismo m.-?dio. 

ambas cep.3s en menor tiempo. acelerando la produccié•n cte 

enzim.as lcelul.:isas entre otras), 

11.- L•)S diferentes edrados enzim3ticos fuet·on eficientes en el 

aislamiento de Protoplastos de Catharanthus roseu~. 
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12.- A pes<3r de no haber sid•J semipurificados los extractos 

enzirn.At icos. estos fueron capaces de "lis lar c~ntidades 

•:cmsiderables de prlitopl.:istos de Catharanthus ~· 

B.- El ensayo de viabilidad cc•nf irmó que e 1 método de 

aislamientc• de PrCJtc•plastos y los extractos .:1nzimáticos de 

Trichoderma viride QM9414 y Trichoderm.~ harzianum CBS-354-33 

son titiles para la obtenci·:On di! protoplastos viables. 
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