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RESUMEN

Con el fi n de mejorar los procesos de producción de vainilla se propone el aislamiento y fusión de protoplastos
de V. planifolia Jacks. Ex Andrews y V. pompona Schiede. En este proceso de mejoramiento se obtuvieron células
híbridas con posible tolerancia a fusarium, hongo al cual es altamente susceptible V. planifolia. Para el aislamiento
de protoplastos, de hojas de plántulas in vitro,  se evaluaron tres enzimas (Celulasa-C, Pectinasa-P y Driselasa-D),
combinadas en tres diferentes tratamientos-T, así: T1 (1% C +1% P), T2 (2% C + 1% P) y T3 (2% C + 1% P + 1%
D). Se evaluaron variables como número de protoplastos aislados y viabilidad.
Previo a la inducción química de híbridos con polietilenglicol-PEG (4% p/v), los protoplastos de V. pompona  se
tiñeron con sales de tetrazolio (1%), para identifi car las fusiones con los protoplastos no teñidos de V. planifolia.
Como resultado, de los mejores tratamientos enzimáticos, se observa  que para V. planifolia se dan en el trata-
miento T1, y para V. pompona en el T2; con los siguientes porcentajes de protoplastos viables:   80.32% para V.
planifolia, y 81.27% para V. pompona. En relación a la fusión de protoplastos, en el tratamiento con PEG al 4%,
se obtuvieron  3.16 x 105 protoplastos fusionados, lo que corresponde a un 15.6% de células híbridas. Lo anterior
indica el gran potencial del proceso de aislamiento y producción de células hibridas del género Vanilla para el
mejoramiento varietal del cultivo.
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ABSTRACT

In order to improve vanilla production processes, isolation and protoplast fusion of V. planifolia Jacks. Ex An-
drews and V. pompona Schiede was proposed. In this process of improvement is expected to obtain potentially
fusarium tolerant hybrids to which V. planifolia are highly susceptible. For the isolation of protoplasts, from in
vitro leaf plantlets, three enzymes (cellulase-C, pectinase-P and Driselase-D), were combined and evaluated in
three different treatments-T: T1 (1% C + 1% P), T2 (2% C + 1% P) and T3 (2% C + P 1% + 1% D). Variables
such as number of isolated protoplasts and viability were assessed. Prior to chemical hybrids induction with po-
lyethylene glycol-PEG (4% w/v), V. pompona protoplasts were stained with tetrazolium salts (1%), to identify
the protoplasts fusions with the unstained V. planifolia. As a result of the enzymatic treatments, the best for V.
planifolia was observed in the T1 treatment; and the best for V. pompona in T2; with the following percentages
of viable protoplasts: for V. planifolia 80.32%, and for V. pompona 81.27%. Regarding protoplast fusion, in the
treatment with 4% PEG, 15.6% of hybrid cells were obtained, corresponding to 3.16 x 105 fused protoplasts. This
indicates the great potential of the protoplast isolation process and production of hybrid cells of the genus Vanilla
for varietal crop improvement.

Keywords: Vanilla planifolia, protoplasts, somatic hybridization, polyethylene glycol.

INTRODUCCIÓN

La vainilla (Vanilla planifolia) es originaria de las re-
giones húmedas tropicales de América Central, pero
también se encuentra en forma silvestre en las selvas
de América del Sur (1,2). El género Vanilla Plum. ex
Mill. incluye la única especie de orquídea de importan-
cia económica, aparte de las especies ornamentales. Los
frutos de V. planifolia G. Jackson producen la vainilla
comercial una vez que las cápsulas carnosas se deshi-
dratan y fermentan (2).

Se conocen más de 110 especies del género Vanilla, de
las cuales solo tres son cultivadas por su importancia
comercial: V. planifolia, V. tahitensis, y V. pompona.
Duval, et al. (3)señalan que el 95% de la vainilla que se
comercializa, corresponde a la especie V. planifolia (la
vainilla mejicana o genuina), siendo la más cultivada
por su alta productividad, pero suele presentar una alta
susceptibilidad a fusarium (4,5).

Vanilla planifolia se caracteriza por tener una repro-
ducción sexual mediante polinización manual o asexual
mediante esquejes, lo cual reduce drásticamente la base
genética (4,6) y con ello al aumento de la susceptibi-
lidad a factores bióticos de tipo patológicos, como la
pudrición negra de tallos y raíces causada por Fusarium
oxysporum f. vanillae (7) y abióticos como la sequía,
que causa la caída prematura de los frutos o vainas (8)
es así como la suma de estos problemas puede causar
pérdidas de hasta el 80% en los cultivos (9,10).

Una de las herramientas de mayor utilidad para solucio-
nar este tipo de problemas a nivel del sector agrícola,
son las técnicas biotecnológicas para el mejoramiento
genético vegetal: entre ellas el cultivo de tejidos, y el
aislamiento y fusión de protoplastos, que buscan au-
mentar la producción, mejorar de la calidad, y/o obte-
ner nuevas características de interés. También, se busca
conferir resistencia a factores bióticos o abióticos perju-
diciales a los cultivos (11).

Sin embargo, han sido pocos los trabajos realizados
en la fusión de protoplastos entre las especies de ma-
yor importancia del género Vanilla (V. planifolia y V.
pompona), sólo Divakaran et al, (11) han evaluado la
posibilidad de obtener híbridos somáticos, en busca de
generar resistencia a patógenos fúngicos como Fusa-
rium oxysporum. Por ésta razón, la mayoría de los pro-
tocolos estandarizados para aislar, evaluar la viabilidad,
y fusionar protoplastos en Vanilla planifolia suelen te-
ner combinaciones de enzimas poco efi cientes, tiempos
muy prolongados de incubación para su aislamiento,
una baja viabilidad de los protoplastos, así como tam-
bién un bajo porcentaje de protoplastos fusionados.

Por tanto, se plantea realizar la fusión química (10,11)
entre protoplastos de Vanilla planifolia y Vanilla pom-
pona, con el fi n de obtener células fusionadas viables,
con el objeto de regenerar, posteriormente, plántulas
tolerantes a este patógeno.  Por lo tanto, establecer un
protocolo efi ciente para aislar, y fusionar protoplastos
viables de estas dos especies del género Vanilla que fa-
ciliten procesos de mejoramiento de este cultivo.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Material Vegetal
El material vegetal utilizado fue proporcionado por el
Laboratorio de Cultivo de tejidos vegetales del Insti-
tuto de Biotecnología y Ecología aplicada (INBIOTE-
CA) de Méjico. Este material consistió en vitroplantas
sembradas en medios de cultivo Murashige & Skoog, y
mantenidas bajo condiciones controladas a temperatura
de 26±2°C, una intensidad lumínica de 50 µmol/m-2s-1,
un fotoperiodo de 12 horas luz y una humedad relativa
del 45-60%. Posteriormente, tejidos foliares de estos
materiales fueron expuestos a los diferentes tratamien-
tos  enzimáticos para el aislamiento de los protoplastos
(11).

Preparación de los cocteles enzimáticos
Se prepararon los cocteles o soluciones enzimáticas
con diferentes concentraciones de enzimas para indu-
cir a la degradación de la pared celular. El aislamiento
se realizó a partir de hojas jóvenes de plantas in vitro
de color verde claro, mantenidas en el laboratorio bajo
condiciones controladas de iluminación y temperatura,
para ello se establecieron 3 tratamientos (Tabla 1) con 5
repeticiones cada uno y se aplicaron independientemen-
te a las dos especies (V. planifolia y V. pompona), para
un total de 30 unidades experimentales. Cada repetición
consistió en una cantidad de tejido foliar inmerso en 10
ml de coctel enzimático, según el protocolo establecido
por Divakaran et al, (11).

Tabla 1. Tratamientos enzimáticos utilizados en aislamiento
de protoplastos de hojas de plántulas in vitro de V. planifolia
y V. pompona.

Tratamientos Aislamiento de Protoplastos
V. planifolia y V. pompona

Tejido
Tratamiento

Concentración enzimática
y estabilizador osmótico

Mesófi lo de la
Hoja

T1
1% Celulasa

  1% Pectinasa
9% Manitol

T2
2% Celulasa

  1% Pectinasa
9% Manitol

T3

2% Celulasa
  1% Pectinasa
  1% Driselasa

9% Manitol

Las soluciones enzimáticas se prepararon individual-
mente y se refrigeraron hasta su uso. Se prepararon 30

ml de cada coctel para cada tratamiento, al interior de
una cámara de fl ujo laminar, tomando la cantidad re-
querida de cada solución enzimática y haciéndola pa-
sar por un fi ltro millipore de 0.45 µm y depositándolas
en un beaker conteniendo 15 ml de una solución estéril
de manitol al 9%, adicionándole un volumen 35 ml de
agua destilada estéril, hasta alcanzar un volumen fi nal
de 50 ml. Cada solución enzimática se distribuyó en
otros cuatro beakers, de manera que cada unidad ex-
perimental tuviera 10 ml de solución enzimática, éste
procedimiento se realizó para cada especie.

Aislamiento de protoplastos de Vanilla planifolia y
Vanilla pompona a partir de mesofi lo de hojas de vi-
troplántulas.

Se pesaron 0.5 gr de hojas jóvenes de las vitroplántulas
para cada una de las unidades experimentales de cada
tratamiento. Los tejidos de cada unidad experimental
se maceraron, y luego se incubaron a 25°C durante 12
horas, bajo condiciones de oscuridad y agitación orbital
constante a 700 rpm. En cada tratamiento, para determi-
nar el número de protoplastos aislados con respecto al
tiempo de incubación, se realizaron observaciones mi-
croscópicas a intervalos de dos horas durante 8 horas,
utilizando la cámara de Neubauer y un contador ma-
nual. Una vez culminado el tiempo de incubación, se
caracterizaron microscópicamente los protoplastos de
cada tratamiento, evaluándose variables como forma y
tamaño de los protoplastos recién aislados.

Purifi cación de los protoplastos aislados de Vanilla
planifolia y Vanilla pompona.

Los protoplastos aislados se purifi caron para obtener
los protoplastos viables de cada tratamiento, y de cada
especie para llevar a cabo la fusión química. Todos los
tratamientos fueron fi ltrados a través de una malla de
acero inoxidable (60 µm); los fi ltrados se depositaron
en tubos eppendorf conteniendo los protoplastos recién
aislados, y se centrifugaron a 700 rpm durante 10 mi-
nutos. Luego de la primera centrifugación, se descartó
el sobrenadante, se adicionaron 9 ml de medio CPW y
se repitió este mismo procedimiento dos veces con las
mismas condiciones de centrifugación, para eliminar
los restos celulares.

Determinación de la viabilidad de los protoplastos ais-
lados de Vanilla planifolia y Vanilla pompona.

Para evaluar la viabilidad de los protoplastos recién ais-

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2016; 28: 16-24.



19

lados de V. planifolia y V. pompona, se utilizó la tinción
con azul de Evans. Para realizar ésta tinción se prepa-
raron 500 µl del colorante, y se realizaron montajes de
las suspensiones en portaobjetos, mezclando 50 µl de
muestra de protoplastos y 5 µl del colorante, incubán-
dose en una estufa a 45°C durante 30 minutos. Luego se
observaron en un microscopio óptico para determinar la
viabilidad, con base a los porcentajes de protoplastos no
coloreados por el azul de Evans para cada tratamiento
de las dos especies. Estas determinaciones se hicieron,
en el proceso de incubación, cada dos horas durante 8
horas.

Obtención de células hibridas somáticas de Vanilla
planifolia y Vanilla pompona.

Tinción de los protoplastos.
Para realizar la fusión química entre V. planifolia x V.
pompona, previamente los protoplastos Vanilla pompo-
na fueron teñidos con sales de tetrazolio (MTT), para
luego poder identifi car los protoplastos fusionados en
base al color rosado típico de éstas sales, mediante la
identifi cación y selección de heterocariontes (12). Ésta
tinción se realizó resuspendiendo 5 ml de los protoplas-
tos en 15 ml de MTT, agitándose constantemente duran-
te 30 minutos.

Fusión química de protoplastos.
Posterior a la tinción de los protoplastos de V. pompona,
se tomaron 5 ml de los protoplastos de las dos espe-
cies y se mezclaron con 5 ml de la solución PEG (4%)
(11) en un tubo eppendorf.  Esta mezcla se mantuvo en
agitación constante durante 8 horas, a una temperatura
de 26°C, en condición de oscuridad. Para corroborar la
fusión de los protoplastos, cada dos horas se realizaron
observaciones al microscopio, para evaluar el porcen-
taje de protoplastos fusionados en función del tiempo
de incubación. Aquellos protoplastos que presentaron
citoplasmas coloreados en tonalidades rosa y verde, es
decir, de los protoplastos teñidos de Vanilla pompona
con MTT y no teñidos de Vanilla planifolia, se consi-
deraron fusionados confi rmándose así la obtención de
células hibridas (12).

Diseño experimental.

En esta investigación se utilizó un diseño experimen-
tal completamente al azar en la etapa de aislamiento

de protoplastos y en la determinación de la viabilidad
de los mismos, a los datos obtenidos se les realizó las
correspondientes pruebas de normalidad, un análisis de
varianza de una vía (ANOVA) y una prueba de separa-
ción de medias (Tukey 95%), para analizar la efi cien-
cia de cada tratamiento, representada en el número de
protoplastos aislados, protoplastos viables y número de
protoplastos fusionados, éstas variables se evaluaron
también con respecto al tiempo de incubación en cada
caso.

RESULTADOS

1. Fase de aislamiento de protoplastos de Vanilla plani-
folia y Vanilla pompona.

En las dos especies se observaron diferencias signifi -
cativas en el número de protoplastos aislados (Fig.1)
y viabilidad de estos en relación con los distintos tra-
tamientos enzimáticos. La prueba de Tukey 95% para
V. planifolia en número de protoplastos se obtuvo (F=
88.43; P< 0.001) (Tabla 2). Para V. pompona en número
de protoplastos se obtuvo (F = 408.92; P< 0.001) (Tabla
2).

Tabla 2. Efecto de los diferentes tratamientos enzimáticos en
el aislamiento de protoplastos de Vanilla spp.

Tratamiento N° Protoplastos/ml N° Protoplastos/ml
 Vanilla planifolia Vanilla pompona

1 2.8 x 106 ± 5.1b 2.2 x 106 ± 3.4b
2 4.0 x 106 ± 3.0ª 3.8 x 106 ± 2.9ª
3 3.4 x 106 ± 4.0ª 2.0 x 106 ± 0.5c

Los valores representan la media ± ES (error estándar).
Medias con diferente letra son signifi cativamente dife-
rentes (Tukey, p ≤0.05).

El mejor tratamiento para el aislamiento de protoplastos
de V. planifolia fue el T2 (4.0x106 ± 3.0x104 por ml) Sin
embargo, como se muestra más adelante la viabilidad
de los protoplastos disminuyó (Tabla 1). Para V. pompo-
na se obtuvo un mayor número de protoplastos (3.8x106

± 2.9x104 por ml) al utilizar el tratamiento T2. (Tabla 2).

Aislamiento y fusión de Protoplatos. Ortega et al.
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2. Fase de viabilidad de los protoplastos aislados de
Vanilla planifolia y Vanilla pompona.

El análisis de varianza realizado a ésta variable mos-
tró que existen diferencias signifi cativas entre los trata-
mientos enzimáticos, aplicados a las dos especies para
la liberación de los protoplastos, donde F=35.76; P<
0.001 para Vanilla planifolia y F= 22.52; P< 0.001 para
Vanilla pompona.

Figura 1. Protoplastos aislados de A) V. planifolia y B) V.
pompona. 400x

Protoplastos aislados en función del tiempo de incu-
bación.

El ANOVA realizado a esta variable mostró que existen
diferencias signifi cativas entre los tiempos de incuba-
ción evaluados durante la fase de aislamiento de proto-
plastos,  tanto para V. planifolia como para V. pompona
(F= 10.523; P< 0.001) y (F= 28.502; P < 0.001). De
igual manera al realizar la prueba de Tukey (95%), a
cada especie, se corroboraron las diferencias arrojadas
por el ANOVA entre los tiempos de incubación. Así, se
observa que los tiempos en los que se liberaron mayo-
res cantidades de protoplastos fueron de 8 horas para
V. planifolia y 10 horas para V. pompona (Tabla 3).

Tabla 3.  Protoplastos aislados en función de tiempo de in-
cubación durante el aislamiento de protoplastos de Vanilla
planifolia y Vanilla pompona.

Tiempo
(horas)

N°Protoplastos/ml Tiempo
(horas)

      N°Protoplastos/ml

Vanilla planifolia Vanilla pompona
2 4.13 x 104ª 2 1.83 x 104ª
4 1.73 x 106ª 4 1.68 x 106ª
6  1.99 x 106ba 6 1.97 x 106b
8 2.36 x 106c 8 2.06 x 106b

10    2.12 x 106bc 10 2.25 x 106 c
Los valores representan la media ± ES (error estándar).
Medias con diferente letra son signifi cativamente dife-
rentes (Tukey, p ≤0.05).

Estas diferencias signifi cativas fueron corroboradas
mediante la prueba de Tukey (95%), aplicada para rea-
lizar la comparación de medias entre los protoplastos
viables de cada especie, entre las cuales se observa que
T1 mostró la media más alta para V. planifolia, mientras
que para V. pompona fue en el tratamiento T2 (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de los diferentes tratamientos enzimáticos en
el aislamiento de protoplastos de Vanilla spp.

Tratamiento      % de viabilidad % de viabilidad
 Vanilla planifolia     Vanilla pompona

1      80.32 ± 0.36a      47.02 ± 4.77b
2      48.90 ± 2.38b      81.27 ± 4.48a
3      27.37 ± 4.15c      41.08 ± 2.70b

Los valores representan la media ± ES (error estándar).
Medias con diferente letra son signifi cativamente dife-
rentes (Tukey, p ≤0.05).

Los protoplastos aislados fueron teñidos con azul de
Evans para determinar la viabilidad los mismos, en-
contrándose que el tratamiento con mayor número de
protoplastos viables para V. planifolia fue el T1 con
un 80,32% y para V. pompona el T2 con un 81,27% de
protoplastos viables.

Viabilidad de los protoplastos de Vanilla planifolia
y Vanilla pompona en función de los tiempos de in-
cubación.

La viabilidad de los protoplastos aislados se evaluó con
respecto al tiempo de incubación, con el fi n de determi-
nar el tiempo adecuado para obtener las mayores canti-
dades protoplastos viables de cada especie.

En este caso la prueba de Tukey (95%) mostró que el
tiempo adecuado para obtener protoplastos viables para
las dos especies tratadas, concuerda con el tiempo de
incubación en la fase de aislamiento de protoplastos, es
decir 8 horas para V. planifolia y 10 horas para V. pom-
pona (Gráfi ca 1).

Los resultados obtenidos muestran que inicialmente el
número de protoplastos viables es bajo en comparación
a las 8 horas de incubación, tiempo en el cual se muestra
un aumento signifi cativo en el número de protoplastos
viables para las dos especies. Algo particular sucedió a
las 10 horas de incubación para Vanilla planifolia, tiem-
po en el cual se logró comprobar que la población de
protoplastos viables obtenida empezó a disminuir, po-
siblemente debido a un exceso de tiempo de contacto
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Grafi ca 1 Protoplastos viables de Vanilla planifolia y Vanilla
pompona en función del tiempo de incubación.

3. Fase de obtención de células hibridas de  Vanilla
planifolia y Vanilla pompona mediante la fusión quí-
mica de protoplastos.

La fusión de los protoplastos de Vanilla planifolia y Va-
nilla pompona, fue progresiva con respecto al tiempo
de incubación, ya que el número de protoplastos fusio-
nados aumentó con el transcurso del tiempo, observán-
dose la mayor cantidad de células fusionadas a las 8 ho-
ras de incubación, obteniéndose 3.16x105 protoplastos
fusionados que representa el 15,6% de los protoplastos
aislados en el dos mejor tratamiento enzimático apli-
cados a cada una de las especies en estudio (Tabla 5).

Tabla 5. Protoplastos fusionados en función del tiempo de
incubación

Tiempo de incubación
(Horas)

Protoplastos fusionados

2 2.45x105
4 2.91x105
6 3.13x105
8 3.16x105

Figura 2. Protoplastos fusionados. Componentes citoplas-
máticos de Vanilla pompona: color rosa-cr, y de Vanilla pla-
nifolia y: color verde-cv.

DISCUSION

La obtención de un gran número de protoplastos de-
pende de ciertos factores importantes que determinan
la efi ciencia de los tratamientos durante el aislamiento;
principalmente, el tejido de origen, las enzimas utiliza-
das, la fuente del material vegetal (16) y de las caracte-
rísticas vegetativas propias de la especie (17,18).

El aislamiento de protoplastos a partir de las hojas de
plántulas in vitro, fue efi ciente de acuerdo con los re-
ferentes bibliográfi cos consultados; ya que algunos au-
tores como Divakaran et al,(11) en el aislamiento de
protoplastos de Vanilla planifolia y Vanilla andama-
niaca reportaron que tratamientos de celulasa (1%) con
macerozima (1,5%), les dieron óptimos resultados, al
obtener 2.5×105 protoplastos/gr de hoja; valores que es-
tán por debajo de los obtenidos en el presente trabajo.

Para otras especies de orquídeas como Dendrobium so-
nia cvar "BOM 17", se reportaron  (18) el aislamiento
de protoplastos con rendimientos de 5.33×105 proto-
plastos/gr de hoja en una combinación de 1% celula-

Los protoplastos fusionados se identifi caron median-
te microscopia óptica observando los protoplastos
teñidos con anterioridad, con el fi n de verifi car las
fusiones; teniendo en cuenta que las sales de tetrazo-
lio se utilizan para diferenciar tejidos metabólicamen-
te activos, los que se colorean en tonos rosa. Así, los
protoplastos aislados de Vanilla planifolia no se tiñe-

del coctel enzimático con el tejido vegetal, el cual
provoca la degradación completa de la pared celu-
lar, y con ello la posterior ruptura de su membrana
plasmática.

ron, permaneciendo sus estructuras con su coloración
natural (verde). Por lo tanto, en las células hibridas se
observaron las dos tonalidades (verde y rosa) lo cual
indicó la efectiva fusión de los protoplastos de las
dos especies, formándose posibles heterocariontes, es
decir, células híbridas cuyo material intracelular pro-
viene de dos parentales diferentes (12,14,15) (Fig. 2).

Aislamiento y fusión de Protoplatos. Ortega et al.
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nifolia y V. andamaniaca se  reportaron (11), viabilida-
des del 55% y 72% respectivamente para cada especie,
resultados que al analizarse con los obtenidos en el pre-
sente trabajo, muestran valores inferiores. Para algunas
especies de orquídeas como Dendrobium sonia (19),
obtuvieron una viabilidad del 90.79% de protoplastos
viables, lo cual corrobora que para algunas especies de
orquídeas la viabilidad de los protoplastos también ha
sido bastante alta.

En otros estudios (21) realizados para especies no rela-
cionadas, se reporta una viabilidad entre el 80% y 90%
en aislamientos realizados en Solanum habrochaites y
Solanum lycopersicum, confi rmando que la viabilidad
de los protoplastos recién aislados depende de la con-
centración de las enzimas y de los  tiempos de incuba-
ción.

Con respecto al efecto del tiempo de incubación sobre
la viabilidad de los protoplastos aislados, estudios (22)
muestran que el tiempo óptimo de incubación para ais-
lar protoplastos viables de Dendrobium sonia es de 4
horas, en condición de oscuridad. Adicionalmente, es-
tos autores sugieren que posterior al tiempo máximo de
incubación, el rendimiento y la viabilidad de los proto-
plastos suelen disminuir (19), situación que también
pudo observarse que para V. planifolia y V. pompona, la
viabilidad de los protoplastos disminuyó posterior a las
8 y 10 horas, respectivamente.

La verifi cación de los protoplastos fusionados se llevó
a cabo mediante la identifi cación manual de heteroca-
riontes o micromanipulación, con esta técnica se co-
rroboraron las fusiones entre las células de ambas es-
pecies de Vanilla, otros  realizaron la identifi cación de
protoplastos fusionados de Vanilla planifolia y Vanilla
andamaniaca mediante la selección de heterocariontes,
usando tinciones para verifi car los productos de fusión
(11).

Autores como Lindsay et al. (22) plantean que la tasa
de fusión de protoplastos, en un evento típico es muy
baja, donde aproximadamente solo 1-2% de fusiones
pueden darse; las cuales en condiciones de selección
apropiadas, pueden ser identifi cados y seleccionados.
Xu y Jia (23) mencionan que al utilizar un sistema efi -
ciente de identifi cación y selección de células híbridas,
como producto de fusión química de protoplastos, pue-
den alcanzarse valores de selección de hasta el 10% de
los heterocariontes.

sa y 0.2% macerozima. Para la orquídea Dendrobium
pompadour (13), lograron aislar 22×105 protoplastos
por gramo de hoja fresca con 1% Celulasa, 1% de Ma-
cerozima y 0.5% Driselasa. Estudios recientes (19), rea-
lizados  en Dendrobium, cultivar Queen pink, aislaron
15.7x104 protoplastos/gr de hojas jóvenes, utilizando
una combinación de celulasa, pectinasa y macerozima.
Entonces, y de acuerdo con los reportes anteriormente
mencionados, los resultados presentados en éste traba-
jo muestran valores superiores en el número de proto-
plastos aislados, tanto para V. planifolia como para V.
pompona.

Teóricamente se ha propuesto que el periodo de incu-
bación de los tratamientos enzimáticos, deben ser los
adecuados para la efectiva degradación de la pared ce-
lular, que oscilarían entre las 8 y 16 horas, tal como se
reportó (11)  al aislar protoplastos de V. planifolia y V.
andamaniaca exactamente en 8 horas.

Probablemente, estos resultados se deben a que en este
procedimiento se presenta un mayor área de exposición
del tejido a las enzimas, y la penetración de éstas; pro-
ceso facilitado por la agitación durante la incubación,
en condiciones de oscuridad, para mantener condi-
ciones más homogéneas durante el aislamiento de los
protoplastos.

Un largo periodo de contacto de las enzimas con el teji-
do vegetal puede dar lugar a la ruptura de los protoplas-
tos recién aislados tal como lo reportan algunos auto-
res (19,20), al observar la disminución en protoplastos
aislados en Dendrobium cvar Queen pink, en tiempos
mayores a las 6 horas de incubación. Adicionalmente,
se dice que esto puede ocurrir por los daños que pue-
de sufrir la membrana celular, a causa de las enzimas
cuando se utilizan tiempos prolongados de incubación,
provocando la liberación de otras enzimas proteolíticas,
sustancias fenólicas y cristales de calcio como los rafi -
dios, que pueden dañar y romper los protoplastos, afec-
tando su viabilidad (13,14,20).

Así, la viabilidad de los protoplastos recién aislados,
es el factor fundamental y decisivo para llevar cabo la
fusión de protoplastos o hibridación somática, tenien-
do en cuenta que una gran población de protoplastos
viables asegura su efectiva fusión, la regeneración de la
pared celular, la formación de microcolonias, y la rege-
neración de nuevas plantas.

Para especies del género Vanilla específi camente V. pla-
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Según Mendis et al. (24), el ejemplo típico de este pro-
cedimiento es la fusión entre protoplastos de mesófi lo
de hoja (de coloración verde por la presencia de clo-
rofi la) con protoplastos obtenidos de suspensiones ce-
lulares cultivadas en oscuridad (incoloros, debido a la
presencia de leucoplastos). Ésta técnica ha sido utiliza-
da desde hace mucho tiempo con el fi n de identifi car las
células hibridas productos de la fusión de protoplastos.
Científi cos chinos (23,25) realizaron la identifi cación
de híbridos somáticos mediante la selección de hete-
rocariontes, utilizando colorantes fl uorescentes, como
diacetato de fl uoresceína, como indicador de fusión con
células no teñidas, obteniendo altos porcentajes de cé-
lulas fusionadas identifi cables.

En años más recientes, diferentes autores (11,15,26)
sostienen que la selección manual de heterocariontes
es el sistema más directo, confi able y de más amplio
espectro de aplicación, para identifi car células híbridas
obtenidas por fusión química de protoplastos, teniendo
en cuenta que la técnica suele ser sencilla, de bajo costo
y por ende es más accesible que otras técnicas, como
por ejemplo la citometría de fl ujo.

Al analizar la efi ciencia del polietilenglicol (PEG) en la
fusión de protoplastos, se puede decir que, la concen-
tración adecuada para lograr la fusión de los protoplas-
tos aislados depende de la especie vegetal. Otros (11),
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