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Resumen
La utilización del cultivo de protoplastos en especies frutales está limitada entre otras razones, por la
falta de reproducibilidad de los resultados obtenidos previamente. En este trabajo se concluye la
importancia de definir con precisión, no solo las condiciones de aislamiento y cultivo de los proto-
plastos, sino del estado fisiológico del material vegetal, que ha mostrado una gran influencia. La
inclusión de pectoliasa entre las enzimas para la digestión de la pared celular en tejidos foliares fue
decisiva para el éxito, obteniendo mejores resultados con la combinación de celulasa Onozuka R-10,
pectoliasa y macerozima. El número de protoplastos aislados obtenidos aumentó tras someter a los
brotes a un periodo de oscuridad de 7 días. Con brotes etiolados, la utilización de la solución M38
para la prepasmólisis y la digestión enzimática aumentó notablemente, tanto el rendimiento, como la
viabilidad, que fueron máximas cuando, además, los brotes fueron cultivados en un medio con zeati-
na. La cefotaxima, aunque no tuvo un efecto en el aislamento de los protoplastos, sí que influyó posi-
tivamente en el cultivo de protoplastos permitiendo la división celular y formar grupos celulares de
hasta 10 células.

Palabras clave: especies frutales; pectoliasa; oscuridad; cefotaxima.

Summary
Isolation and culture of protoplasts from the plum rootstock ‘Marianna 2624’ (Prunus cerasifera Ehrh x
P. munsoniana W. Wight & Hedrick)

Protoplast culture in fruit tree species is limited, among other reasons, by the lack of reproducibility of
previous results. In this work, we show that a precise definition, of the protoplast isolation and culture
conditions, as well as the characterization of the physiological state of plant material are particularly
important, since they greatly affected both yield and viability. The inclusion of pectolyase among the
enzymes for cell wall digestion was critical. We got best results with a combination of Onozuka R-10,
pectolyase and macerozyme. Yield increased during protoplast isolation when donor shoots were pre-
viously cultured in darkness for 7 days. When etiolated shoots were used, both yield and viability
increased significantly when M38 solution was used both for pre-plasmolysis and enzyme digestion. In
addition, maximum yield and viability were achieved when shoots were cultured in a medium with
zeatin. Cefotaxime did not affected protoplast isolation but had a positive effect in protoplast culture,
allowing cell division and cell aggregates of up to 10 cells.

Key words: fruit-tree species; pectolyase; darkness; cefotaxime.



Introducción

A pesar de que el aislamiento de protoplas-
tos y la regeneración posterior de plantas ha
sido posible en numerosas especies (Power y
Davey, 1990), posibilitando el uso de la téc-
nica para aplicaciones biotecnológicas como
la fusión de protoplastos de diferentes indi-
viduos y la obtención de híbridos somáticos
y de cíbridos (híbridos que comparten sólo el
citoplasma) (Henn et al., 1998; Gilmour et
al., 1989; Olivares-Fuster et al., 2005), se
trata de una tecnología difícil de reproducir
y de aplicar en plantas de interés agronómi-
co (Teasdale y Rugini, 1983; Ochatt y Power,
1991) y sobretodo en especies leñosas, como
los frutales (Marino, 1991; Matsuta, 1992;
Mills et al., 1994; Ferreira et al., 2001; Ortín-
Parraga y Burgos, 2003).

Diferentes trabajos han descrito la obten-
ción de protoplastos y la regeneración de
plantas tras su cultivo (Ochatt, 1993; Ochatt
et al., 1995; Huancaruna y Schieder, 1993;
Witjaksono et al., 1998) pero las dificultades
de reproducción de estos resultados ha oca-
sionado un abandono de la técnica que se
ha visto reflejado en la ausencia de publica-
ciones recientes sobre el cultivo de proto-
plastos de frutales. Esto impide la aplicación
de esta técnica en este grupo de especies de
gran interés agronómico.

En este trabajo determinaremos algunos de
los factores que influyen en el aislamiento efi-
caz de protoplastos de hoja del patrón frutal
‘Mariana 2624’ muy utilizado como portain-
jertos, que pertenece al grupo ciruelo y que es
de origen híbrido (Prunus cerasifera Ehrh x P.
munsoniana W. Wight & Hedrick) y del que
no se encuentran trabajos previos relaciona-
dos. Así, mostraremos el importante papel de
las enzimas pectoliasa y macerozima en la
obtención de protoplastos de hoja. Igualmen-
te, veremos que el cambio de estado fisiológi-
co de los brotes, bien tras un periodo de oscu-
ridad, bien por el tipo de citoquinina en el

medio de cultivo, tuvo un gran efecto en la
obtención de protoplastos. Finalmente descri-
bimos el papel beneficioso del antibiótico
cefotaxima en el cultivo posterior de los pro-
toplastos, mediante la inhibición del creci-
miento de bacterias endógenas, comunes en
árboles de especie propagadas clonalmente.

Material y métodos

Mantenimiento de los cultivos

Los cultivos de brotes del patrón ciruelo
Mariana 2624, mantenidos in vitro durante
más de un año, se subcultivaron cada 4 sema-
nas en un medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962) modificado según se ha descrito
previamente (Andreu y Marín, 2005). El medio
MS se suplementó con IBA y BAP en concen-
traciones de 0,5 y 4,4 µM respectivamente y
con sacarosa al 3%. Los cultivos se mantuvie-
ron con un fotoperiodo de 16 horas de luz y la
intensidad de la iluminación fue de 35
µmol.m-2.s-1. Estos brotes se utilizaron para la
obtención de protoplastos de hoja, pero para
obtener brotes etiolados, se mantuvieron cul-
tivos de brotes en oscuridad total durante 6
semanas en el mismo medio de cultivo.

Pretratamientos

Los brotes fueron tratados, previamente a
la digestión de las hojas con la solución
enzimática, con diferentes tratamientos
para estudiar su efecto en el rendimiento y
en la viabilidad de los protoplastos.

Oscuridad

Los cultivos se mantuvieron en oscuridad
durante períodos crecientes (de 2 a 7 días y
18 días de oscuridad) inmediatamente antes
de su utilización.
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Citoquininas en el medio de cultivo

Se comparó el efecto de la sustitución de la
bencilaminopurina (BAP) por la citoquinina
natural zeatina (Z), ambas a 4.5 µM, duran-
te el subcultivo anterior a su utilización.

Efecto del antibiótico cefotaxima en el
medio de cultivo

Se estudió el efecto de la inclusión de cefota-
xima a 0,1 g/l en el medio de cultivo del últi-
mo subcultivo en el rendimiento y viabilidad
de los protoplastos obtenidos. La cefotaxima
inhibe el crecimiento bacteriano durante la
fase de cultivo de los protoplastos.

Aislamiento de protoplastos

El protocolo del aislamiento de protoplastos
utilizado está basado en el descrito por
Power y Davey (1990) y consistió en la
inmersión de los tejidos vegetales en una
solución estabilizadora con manitol y/o sor-
bitol durante una hora. Se utilizaron dos

soluciones con composición diferente: CPW
13M (Power y Davey, 1990) y M38 (Matsuta
et al., 1986). Tras la preplasmólisis, se pasa-
ron a la misma solución base a la que se
añadieron las enzimas para la digestión de
las paredes celulares. Las mezclas de enzi-
mas utilizadas se muestran en la tabla 1
para hojas y en la tabla 4 para brotes etiola-
dos. La digestión enzimática actuó toda la
noche en agitación (40 rpm) y oscuridad y al
día siguiente se fitró y se eliminaron las
enzimas con sucesivos lavados con la solu-
ción base. Se centrifugó la solución 10
minutos a 1200 rpm sobre la solución base
con un 20% de sacarosa y se recogieron los
protoplastos con una pipeta en la interfase
formada (figura 1). Los protoplastos se con-
taron con la ayuda de un hemocitómetro y
se pusieron en el medio de cultivo con una
densidad adecuada que osciló entre 5x104 y
1x106 protoplastos/ml (Ochatt, 1994). El ren-
dimiento se expresó como el número de pro-
toplastos obtenidos por gramo de peso fres-
co de tejido. La viabilidad se expresó como
porcentaje de protoplastos vivos sobre el
total, y se determinó con el colorante vital

Tabla 1. Composición de las distintas soluciones enzimáticas (% peso/volumen) 
y rendimiento (número de protoplastos x106/g) y viabilidad (%) de los protoplastos obtenidos

Table 1. Composition of the different enzymatic solutions used (% w/v) 
and yield (protoplast number x106/g) and viability (%) of achieved protoplasts

1 2 3 4 5 6 7

Onozuka-R10 0 1 1 1 1 1 1
Driselasa 1 0 0,1 0 0 0 0
Hemicelulasa 0 1 1 0 1 0 0
Pectoliasa 0 0 0 0,1 0,1 0,1 0,1
Macerozima 0 0,1 0 0 0,1 1 0,5
Pectinasa 1 0 0 0 0 0 0
MES 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
PVP 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Glicina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
protx106/g 0 0 0 8 11,9 11,5 17,3
Viabil % 0 0 0 35 20,3 21,6 80,8
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Figura 1. Aislamiento de protoplastos 
de la interfase tras la centrifugación
Figure 1. Protoplast isolation from 

the interface following centrifugation

FDA (Wildholm, 1972) que tiñe los proto-
plastos vivos de color verde intenso al ser
observados con un microscopio de fluores-
cencia (Olympus IMT2).

Protoplastos de hoja

Para el aislamiento de protoplastos de hoja,
se utilizaron hojas totalmente desarrolladas
de la parte superior de los brotes. Una vez
pesadas, se cortaron en trozos pequeños
para aumentar la superficie de contacto con
la solución enzimática. La solución base utili-
zada fue la CPW13M con un 13% de manitol
(Power y Davey, 1990) tanto en la preplas-
mólisis como en la digestión enzimática. Se
estudió la eficacia de diferentes combinacio-
nes y concentraciones de enzimas celulasas,
hemicelulasas y pectinasas que se pueden
ver en la tabla 1. A la solución enzimática se
le añadió glicina, PVP-10 como antioxidante
y MES como tampón para estabilizar el pH
durante la digestión (Ochatt et al., 1995). 

Protoplastos de brotes etiolados

Se utilizaron cultivos de brotes de Mariana
2624 que permanecieron 6 semanas en
oscuridad. Los brotes se pesaron y se corta-
ron en trozos pequeños para aumentar la
eficacia de las enzimas. Se utilizaron tanto
en la preplasmólisis como en la digestión
enzimática las soluciones base M38 o
CPW13M y se determinó la eficacia de dife-
rentes mezclas enzimáticas descritas en la
tabla 4. Igualmente, se estudió el efecto del
tipo de citoquinina utilizada (BAP o zeati-
na) en el último subcultivo de brotes (ver
tabla 5). El rendimiento de protoplastos y la
viabilidad se determinaron como se ha des-
crito anteriormente.

Cultivo de protoplastos

Para el cultivo de protoplastos, indepen-
dientemente del origen, se utilizó el medio
puesto a punto por Pascual y Marín (2005)
para la regeneración adventicia de Mariana
2624, basado en el medio de Quoirin y Lepoi-
vre (1977), con los macronutrientes a mitad
de concentración y sin ácido nicotínico ni
piridoxina. Se añadió a todos los medios el
antibiótico cefotaxima (0,1 g/l). Al medio se
le añadió hidrolizado de caseína (0,1 g/l),
sacarosa (2 g/l) y manitol (90 g/l). Además, se
añadieron los reguladores de crecimiento
NAA (ácido naftalenacético) (2,6 µM) y BAP
(3,5 µM). El cultivo de protoplastos se llevó a
cabo en gotas de medio líquido con los pro-
toplastos sobre el mismo medio solidificado
con agarosa al 2,4% al que se añadió 2,4 D
(0,5 µM), zeatina (0,1 µM) y sorbitol (10g/l) y
se disminuyó el manitol a 50 g/l. Los cultivos
se realizaron en placas de Petri, en oscuri-
dad, a 25 ºC.

Los experimentos se repitieron al menos 3
veces y se muestran los valores promedio.



Resultados

Protoplastos de hoja

Dos tipos de protoplastos fueron obtenidos a
partir de hoja. La mayor parte fueron proto-
plastos con cloroplastos y con un tamaño
medio de 20 µm de diámetro. Estos proto-
plastos proceden del mesófilo de la hoja. Una
pequeña proporción estuvo formada por pro-
toplastos sin cloroplastos y ligeramente más
pequeños y su procedencia fue la epidermis.

Comparación de diferentes soluciones
enzimáticas

Se compararon 7 combinaciones diferentes
de soluciones enzimáticas. Los mejores resul-
tados con mayor viabilidad y rendimiento son
los obtenidos con una solución enzimática
(número 7, tabla 1), que combina una celula-
sa, Onozuka R-10, y dos pectinasas: pectoliasa
y macerozima. Los valores de viabilidad obte-
nidos son del 80% y el rendimiento, número
de protoplastos por gramo de material, es
17x106 . Esta solución enzimática es la que se
utilizó en los experimentos posteriores. Los
resultados obtenidos utilizando diferentes
composiciones enzimáticas se pueden ver en
la tabla 1. Podemos observar que la inclusión
de la pectoliasa (combinaciones 4 a 7) hace
posible la obtención de protoplastos, que en
las demás combinaciones fue negativa. Cuan-
do la pectoliasa se combina con una concen-
tración intermedia de macerozima (0.5%) el
rendimiento y la viabilidad de los protoplas-
tos obtenidos es máxima. 

Efecto de un periodo de oscuridad

El periodo de oscuridad previo a la digestión
enzimática tuvo un efecto positivo en la
obtención de protoplastos que fue máximo a
los 7 días (figura 2). Se observó que el rendi-
miento tuvo un pico a los 7 días de oscuridad,
alcanzando un rendimiento de 12 x 106 proto-

plastos/g y la viabilidad se mantuvo en unos
valores parecidos, siendo de un 61% a los 7
dias. Este periodo de oscuridad se fijó para los
siguientes experimentos con aplicación de
oscuridad previa.

La comparación de la aplicación o no de un
periodo de oscuridad de 7 dias, previo a la
digestión enzimática, resultó en un notable
aumento, tanto del rendimiento, como de la
viabilidad de los protoplastos (tabla 2).

Efecto del antibiótico cefotaxima

La inclusión de cefotaxima en el medio de cul-
tivo, a pesar de que bajó el rendimiento en la
obtención de protoplastos (tabla 3), inhibió el
crecimiento de bacterias de origen endógeno,
proporcionando cultivos que podían mante-
nerse en el tiempo, permitiendo la división
celular. La viabilidad de los protoplastos no
mostró cambios respecto a los cultivos sin
cefotaxima.

Protoplastos a partir de brotes etiolados

La obtención de protoplastos a partir de brotes
etiolados fue influida por la composición de la
solución enzimática de digestión. Al igual que
en hoja, la pectoliasa se mostró eficaz (combi-
nación 2, tabla 4), aunque no fue así cuando
se aumentó la concentración de la celulasa
Onozuka R-10. Sin embargo, la combinación
de driselasa y pectinasa dió mejores rendi-
mientos, aunque con menor viabilidad (com-
binación 4, tabla 4) y es la que se utilizó en el
resto de experimentos con brotes etiolados.

Efecto del tipo de citoquinina en el medio
de cultivo de brotes y de la composición de
la solución base en preplasmólisis y en la
digestión enzimática

Tanto el rendimiento como la viabilidad de
los protoplastos fue influido de forma nota-
ble por la combinación del tipo de citoqui-
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nina (BAP o zeatina) y de solución base
(CPW 13M o M38) y los resultados se mues-
tran en la tabla 5. El rendimiento y la viabi-
lidad mejoraron cuando se sustituyó la solu-
ción base CPW 13M (combinación 1),

generalmente utilizada para protoplastos
de hoja, por la M38, bien durante la diges-
tión enzimática (combinación 2) o también
durante la preplasmólisis (combinación 3).
Una mejora adicional fue obtenida al susti-
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Figura 2. Rendimiento (número de protoplastos x106/g) y viabilidad (%) de los protoplastos
obtenidos con diferentes periodos de oscuridad

Figure 2. Yield (protoplasts x106/g) and viability (%) of protoplasts after different periods of darkness

Tabla 2. Valores medios de rendimiento y viabilidad de protoplastos obtenidos en los experimentos
con y sin aplicación de un periodo de 7 días de oscuridad previa

Table 2. Mean values of yield and viability of protoplasts obtained after the application (or not) of a
previous darkness period of 7 days

Rendimiento Viabilidad (%)
(protoplastos x106/g)

Con oscuridad previa 17,3 80,8
Sin oscuridad previa 7,7 20,6
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tuir la citoquinina (BAP) utilizada en el
medio de cultivo de brotes por zeatina com-
binada con la solución M38 (combinación 4)
alcanzando un rendimiento de 8.6 x 106

protoplastos/g y una viabilidad del 100%.

Cultivo de protoplastos

Los protoplastos comenzaron a dividirse a
los 3-4 dias de su puesta en cultivo y a los 6
días se encontró un porcentaje de entre un

Tabla 3. Valores medios de rendimiento y viabilidad de protoplastos obtenidos con o sin la inclusión
del antibiótico cefotaxima (0.1 g/l) en el medio de cultivo de brotes

Table 3. Average values of yield and viability of protoplasts obtained from shoots cultured in a
culture medium with or without cefotaxime (0.1 g/l)

Rendimiento Viabilidad (%)
(protoplastos x106/g)

Con cefotaxima 5,5 53,3
Sin cefotaxima 9,1 55

Tabla 4. Composición de las distintas soluciones enzimáticas (% peso/volumen en la solución M38)
utilizadas en la obtención de protoplastos de brotes etiolados

Table 4. Composition of enzimatic solutions (% w/v) in M38 basal solution used with etiolated shoots

Nº OnozR10 Driselasa Pectoliasa Pectinasa protx106/g Viabil %

1 2 1 0,1 0 0
2 1 1 0,1 0 2 97
3 1 0,5 0 1 0,11 13
4 0 1 0 1 7,2 75,75

Tabla 5. Efecto de la solución base y del tipo de citoquinina en el rendimiento y viabilidad de los
protoplastos obtenidos a partir de brotes etiolados (BAP: bencilaminopurina; Z: zeatina)

Table 5. Effect of basal solution and type of cytokinin in protoplast yield and viabilitiy obtained from
etiolated shoots (BAP: benzylaminopurine; Z: zeatin)

Combinación Citoquinina Sol. base Sol. base Rendimiento Viabilidad (%)
enzimática Preplasmólisis (protoplastos/g)

1 BAP CPW 13M CPW 13M 1.6 x 106 74,75
2 BAP M38 CPW 13M 1.6 x 106 90
3 BAP M38 M38 6.4 x 106 96,91
4 Z M38 M38 8.6 x 106 100



Discusión

Los resultados obtenidos en este trabajo
nos muestran la importancia que tiene una
combinación de enzimas adecuada, así
como de su concentración, en el aislamiento
de protoplastos a partir de tejidos vegeta-
les. En nuestro caso, junto a la celulasa Ono-
zuka R-10, la presencia de la pectoliasa
entre las enzimas utilizadas, ha sido decisiva
para la obtención de protoplastos de hoja
de ‘Mariana 2624’, ya que sólo las combina-
ciones de enzimas que la incluían dieron
resultados positivos. Además, la presencia
de macerozima en una concentración inter-
media aumentó considerablemente tanto el
rendimiento como la viabilidad de los pro-
toplastos. Encontrar una combinación ade-
cuada ha sido determinante, bien por ser

capaz de digerir los variados materiales
específicos de la pared celular, bien porque
las concentraciones de las diferentes enzi-
mas guarden un equilibrio que las haga
funcionales, o bien por tener suficiente acti-
vidad sin llegar a tener un efecto tóxico. 

Sin embargo, junto a la combinación y con-
centración de las enzimas concurren otros
aspectos que también condicionan el resulta-
do final. Entre éstos, hemos puesto de relieve
el papel que tiene el estado fisiológico tras un
periodo de oscuridad, y cómo el alargamiento
de este periodo hasta 7 días mejoró el núme-
ro de protoplastos obtenidos en el aislamien-
to. Los cambios producidos tras ese período
de oscuridad pueden tener un papel impor-
tante en facilitar la digestión de la pared o en
la estabilidad posterior del protoplasto, una

P. Andreu et al. ITEA (2008), Vol. 104 (4), 482-492 489

43 y un 70% de protoplastos en división. A
los 14 días la mayoría de los protoplastos
había formado grupos de 3 células (figura
3), pero a partir de ese momento, las divisio-
nes se detuvieron. Sin embargo, se obtuvie-

ron algunos grupos de hasta 10 células
(figura 4) en cultivos de protoplastos obte-
nidos a partir de brotes cultivados con el
antibiótico cefotaxima, pero las divisiones
cesaron sin llegar a formar microcallos. 

Figura 4. Grupo de 10 células durante el cultivo
de protoplastos

Figure 4. Cell aggregate (10-cell size) during
protoplast culture

Figura 3. Division celular durante el cultivo 
de protoplastos

Figure 3. Cell division during protoplast culture



vez aislado. A pesar de que en las condiciones
de cultivo in vitro la actividad fotosintética
está muy limitada por la baja intensidad de
luz y por la presencia de sacarosa en alta con-
centración (Langford y Wainright, 1988),
otras actividades metabólicas pueden ser
reguladas por la luz. El efecto beneficioso des-
crito aquí está de acuerdo con el descrito pre-
viamente en Malus y Prunus (Diekmann et al.,
1998). Este efecto del estado fisiológico, difícil
de definir con precisión con los conocimientos
actuales, puede ser uno de los factores que
más influyan en la poca reproducibilidad de
los resultados y su importancia ha sido obser-
vada anteriormente. El estado fisiológico del
material de partida fue un factor importante
y produjo gran variabilidad en los resultados
obtenidos por Algarate y Andreu (1999) en
albaricoquero. La obtención de protoplastos a
partir de hojas ha proporcionado dos tipos de
células. Los protoplastos de hoja, con clorofi-
la, tuvieron problemas para dividirse, a dife-
rencia de los protoplastos de epidermis de
hoja que dividieron y regeneraron nuevas
plantas (Raquel y Oliveira, 1996). En nuestro
trabajo hemos visto la necesidad de estudiar
en trabajos futuros la puesta a punto de la
técnica para trabajar con protoplastos de epi-
dermis de hoja, que presentan más dificultad
en la fase de purificación. 

Además de la variabilidad encontrada según
el estado fisiológico del material vegetal, se
ha visto que la regeneración a partir de otros
tejidos puede dar lugar a resultados diferen-
tes. Oliveira y Pais (1991) obtuvieron mejores
resultados utilizando peciolo o raíz de kiwi.

En nuestro trabajo, hemos utilizado, además
de hojas, brotes etiolados que han presenta-
do un comportamiento diferente. Con el
material etiolado la solución más eficaz, utili-
zada para disolver las enzimas fue la M38,
utilizada por Matsuta (1992) con suspensio-
nes celulares de melocotonero, en lugar de la
habitual CPW 13M descrita por Power y
Davey (1990). Aunque ambas soluciones tie-

nen la misma cantidad de cloruro cálcico, la
M38 tiene mayor cantidad de fosfato potási-
co y además de manitol lleva sorbitol a partes
iguales. Esta solución ha proporcionado, en
nuestro trabajo, mayores rendimientos y via-
bilidad en la obtención de protoplastos de
brotes etiolados cuando fue aplicada tanto
en la preplasmólisis, como en la digestión
enzimática, y resaltar este hecho supone una
gran ventaja para el uso de la técnica. 

Otro factor que ha influido en el estado fisio-
lógico ha sido la utilización con ventaja de
zeatina, una citoquinina natural, en lugar de
BAP, una citoquinina de síntesis, lo que
aumentó tanto el rendimiento como preservó
la viabilidad de todos los protoplastos obteni-
dos (100%). En trabajos anteriores se observó
que en patrones híbridos de almendro x
melocotonero, la zeatina en lugar de BAP,
mejoró el rendimiento (Farre y Andreu, 1997). 

Además de optimizar los resultados obteni-
dos en el proceso de aislamiento de proto-
plastos, la fase final de cultivo es imprescindi-
ble para poder aplicar la técnica mediante la
regeneración de plantas. Pero no siempre hay
correspondencia entre los resultados en la
fase de obtención con la división continuada y
regeneración en la fase de cultivo. En este tra-
bajo hemos estudiado el efecto beneficioso
de la inclusión de un antibiótico en el medio
de cultivo. Uno de los problemas frecuentes
en el cultivo de protoplastos utilizando espe-
cies frutales de multiplicación clonal, y que
son cultivados en campo, es la presencia de
bacterias endógenas que suele pasar desaper-
cibida mientras el material se mantiene en
cultivo in vitro, pero que se pone de manifies-
to cuando los protoplastos son aislados y se
ponen en cultivo. Entonces el crecimiento
bacteriano imposibilita la división celular y la
formación de microcallos. Siguiendo la suge-
rencia del equipo del Dr. Moreno (Garcia-
Sogo et al., 1991) se añadió cefotaxima en el
último subcultivo para inhibir el crecimiento
bacteriano, lo que posibilitó una mayor divi-

490 P. Andreu et al. ITEA (2008), Vol. 104 (4), 482-492



P. Andreu et al. ITEA (2008), Vol. 104 (4), 482-492 491

sión celular. De los antibióticos disponibles, la
cefotaxima presenta la ventaja adicional de
inducir la division celular en leñosas (Utra Vaz
et al., 1993). El resultado obtenido fue positi-
vo y permitió la obtención de grupos de hasta
10 células, tras sucesivas divisiones celulares. 

Los resultados obtenidos muestran la impor-
tancia de definir con precisión en los trabajos
futuros, no solo la composición de la solución
enzimática, sino del estado fisiológico del
material vegetal donante, así como de pro-
porcionar unas condiciones adecuadas para
la división celular y la regeneración de nuevas
plantas.
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