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1 1 	INTRODUCCION 

1.- 	FUS ION CELULAR 



1, 2 	SIOLOGICOS; 

, 2, 1 	En este caso los vir 





2, 	1 	PROTOPLASTOS VEGETALES; 

A la par del desarrollo de cultivos vegeta- 

les, se han 	ido desarrollando las técnicas de obtención de pro 

toplastos, en 1960 Cocking describe el uso de la celulasa para 

la obtención de protoplastos a partir de raíz de Jitomate obte 

niendo m6s de un 50 % de viabilidad, dando ast suficiente mate 

rial 	para propósitos científicos 	(Power, 	1970). 

Actualmente los protoplastos son obtenidos 

por medio de mezclas de enzimas degradantes de la pared celu-- 

¥` lar en soluciones con estabilizadores osmóticos que preservan 

la estructura y viabilidad de los protoplastos 	(Gamborg, 	1981). 

Las enzimas utilizadas para formar protoplastos son de tres -- 

clases; Celulasas que degradan a la celulosa, Hemicelulases 	- 

que degradan a la hemicelulosa y Pectinasa que degrada a la 	- 

amilopectina. Los sustratos de estas enzimas corresponden di-- 

rectamente a la composición de la pared celular del maíz. En - 

este trabajo usamos: 

Onozuca R 10 	(Nat. Japan) 

Hemicelulasa 	(Sigma) 

Pectinasa 	(Nat. Japan) 

Cuando se usan estas enzimas la viabilidad reportada es de 	-- 

un 70 - 90 % 	y generalmente es determinada por las pruebas de 

exclusión de colorante, usando nigrosina o azul de tripan. 

2, 2 	PROTOPLASTOS BACTERIANOS; 

La pared celular de las bacterias está for- 

mada por Mucopolisac6ridos 	(Mureina), ésta, para ser degradada 

necesita de una Mucopolisacaridasa, que da como productos 	- - 

n-acetilglucosamina 	y 	Ac 	n-acetil 	muramico. Las bacterias 







tiledonea, que es capaz de desarrollarse en casi todo tipo de climas y --

aunque sus requerimientos nutritivos son bajos, necesita de sustancias ni- 

trogenadas y de compuestos fosforados. Es originario de América, es un gra 

no comestible, el tallo es de estación, erecto y fuerte, de hojas grandes 

y lanceoladas. El maíz es usado como alimento en humanos, como forraje pa-

ra animales y como materia prima en la industria. Su valor nutritivo es -

bajo, debido a su poco contenido en proteínas, su deficiencia en niacina y 

en algunos aminoácidos escenciales como el triptófano (Enciclopedia Britá

nica). 

El maíz, un alimento de gran importancia mundial fu6 utilizado 

• desde la antiguedad en América por casi todas las culturas precolombianas 

• y aún en nuestro tiempo el maíz representa un alimento besico en la dieta, 

como por ejemplo, la mesa y todos sus derivados. 

5.- 	DESCRIPCION DE AZOSPIRILLUM LIPOFERUM: 

La bacteria seleccionada fu Azoseirillum liaoferum, ya que --

• 

 

posee como característica fundamental que fije nitrógeno y realiza una slmn 

blosis facultativa con maíz en climas tropicales (Smith y Col. 1976). 

Beljerinck describe en 1923, a un organismo llamado Azotobac--

ter s iril um al que más tarde (1925) le llama SRirillum liuoferum, que - 

aparece descrito en el manual de Bergey en 1957,  clasificado como fijador 

parcial de nitrógeno en vida libre. Es hasta 1963 donde Becking describe -

la capacidad de incorporar N15  por Spirillum o Vibrio que era el mismo 

descrito por BeiJerinck (Terrand y Col., 1978). 

S 1 il um lipofarun es una bacteria gram negativo, móvil con - 

forme de vibrión y con gránulos de poli (3-hidroxibutirato, crece en medio 

• libre de nitrógeno. Como fuentes de energía puede utilizar; malato, lacte-

to, succinato y piruveto. Algunos estudios mostraron que ciertas cepas re-

quieren de bajas cantidades de extracto de levadura para crecer en medios 



minerales usando como fuente de carbono a la glucosa. Basándose en estas -

y otras observaciones se creyó en la existencia de dos o tres grupos den--

tro de la especie Spirillum lipoferum (Dobereiner, 1977). 

Tarrand, Kreig y Dobereiner en 1978 realizan experimentos de - 

ADN homólogo en Spirillum lipoferum y sugieren la creación de un nuevo gd- 

nero, Azospirillum con dos especies Azospirillum brasilense y Azosairillum 

lipoferum: 

Azospirillum brasilense; Incluye a las cepas de los grupos 1 y 

III, encontradas frecuentemente en climas tropicales. Las cepas del grupo 

III se diferencian del grupo 1 porque, en bajas concentraciones de oxigeno 

no desnitrifica, acumulan nitrito a partir de nitrato (Neyra, 1977). 

Azospirillum lipoferum; Contiene a todas las cepas del grupo 

II y se diferencian por su capacidad de utilizar la glucosa como fuente --

única de carbón, crece en medio libre de nitrógeno y dan reacción acida sg 

bre un medio a base de glucosa y peptona, requieren de biotina y ademés re 

ducen el nitrato a nitrito con producción de gas (Tarrand, 1978) (Negra, 

1977). 

6.- AUTORRADIOGMFIA: 

En 1867 Nlepca de St. Víctor publicó que una emulsión de sales 

de cloruro y loduro de plata era ennegrecida por nitrato y tartrato de - -

uranio; era curioso que el material radioactivo velare la emulsión fotog=6 

fica, pero en su tiempo, no se habla descrito la radioactividad, y 61 In--

terpretó el fenómeno en términos de luminiscencia. 

Henri Becquerel en 1896 utilizó agentes fluorescentes como el 

sulfato de uranilo sobre placas fotográficas cubiertas con dos capas de --

papel negro, logrando velarlas. Estos experimentos y los descubrimientos -

de los Curie en 1898, demostraron la existencia de la radioactividad. 
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1.- MATERIAL BIOLOGICO; 

1, 1 Zea mays 
Se seleccionó una variedad mutante clasificada en PRONASE - — 

(Productora Nacional de Semillas) como M-507 variedad que se 

desarrolla en valles altos y climas templados. Nosotros culta 

vamos la semilla en frascos de vidrio con papel filtro y alga 

d6n en condiciones estériles, el algodón húmedo y a 28 °C du 

rente tres días. 

1, 2 	Azospirillum lipoferum 

La cepa fu é proporcionada por la M. en C. Rosa Ma-

ría Ramírez Gama del laboratorio de Microbiología Experimen--

tal de la Facultad de Química, UNAM. La cepa se cultivó en me 

dio de propagación para Azospirillum, se resembró en medio de 

papa para aislamiento y medio semisólido, donde se observaron 

las características coloniales y de fijación de nitrógeno de 

Azospirillum lipoferum, se realizó tinción de gram y observa-

ción con contraste de fases, con lo cual se reconfirmó que la 

cepa es Azospirillum lipoferum. 

2.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL: 

A un cultivo de bacterias de 24 hrs., desarrolladas en medio 

de propagación (Al 3), se les centrifugó a 3000 RPM. Durante 10 min. y se 

resuspendieron en la solución de pulso radioactivo (A1,8)* incubando du-

rante 90 min.. Se centrifugó a '00O 1M,. Durante 10 min. eliminando el so-

brenadante y resuspendiendo con mediu •'- propagación (A1,3)*, realizando es 

ta operación tres veces para eliminar la timidina tritieda no asimilada. - 

Se centrifugó en las condiciones anteriores y el bor?¥;, de bacterias marca- 

" Este paró,1tesis corresponde a la solución mencionada en el 
apeadle 	1. 



das se resuspend16 en solución de lisozima (Al, 6) * durante 30 min. pa-

ra obtener los protoplastos. Por otra parte a semillas de maíz germinadas 

durante tres días, se les cortó la radícula, se fragmentaron en cajas de - 

petri con unas gotas de solución para protoplastos (Al, 4) -',, se pasaron 

los fragmentos a un tubo de ensayo con solución de enzimas para vegetales 

(Al ,7)* durante 30 min.. Se centrifugó a 500 RPM. durante 10 min. a 0°C, y 

se lavaron tres veces con solución para protoplastos (A1,4)*. 

Ya obtenidos los protoplastos vegetales y bacterianos, se rea 

lizeron las pruebas de viabilidad; para los protoplastos vegetales se usó 

la prueba de exclusión de colorante con la solución para prueba de viabi-

lidad de protoplastos (Al ,5)*,  contando 100 células por preparación, donde 

las células que permanecen claras, sin teñir, son las viables. Pare los --

protoplastos bacterianos la viabilidad se les determina por le prueba de -

regeneración del protoplasto, los protoplastos son incubados durante 1 --

hrs. en solución, se realiza una cuenta en hemocitómetro y se sembró 0.1 - 

ml. en forma masiva en una caja de petri con medio de papa para aislamien-

to (A1,1)* y se incuba a 28°C durante 48 hrs., al término de la incuba- - 

ción se realizó la cuenta colonial. Estas pruebas se realizaron en cada ex 

perimento. 

Otra parte de los protoplastos vegetales y bacterianos, se --

mezclaron 10:1 (V/V) vegetales-bacterias, y se centrifugaron a 500 RPM. a 

0°C durante 10 min. se  retiró el sobrenadante dejando sólo un ML., en el - 

cual se resuspendió el botón de protoplestos y se mezcló con el agente fu- 

sionante•(A1,9)* 1:1 (V/V) durante 30 seg., después se agregaron 10 ML. de 

solución para protoplastos (Al ,14)* para detener la acción del agente fusio 

nente. 

Para fijar los protoplastos híbridos se utilizó la solución 

fijadora de formaldóhido (A1,10)*, goteando 30 ML. con una frecuencia de - 

una gota cada 15 seg. Se centri6ug,5 e 1500 RPM durante 15 min. y el botón 





IV RESULTADOS: 

VIABILIDAD DE PROTOPLASTOS VEGETALES Y BACTERIANOS: 



La laminilla utilizada para la fotografía 1/1, es una prepara 

clón de medio líquido, que sólo contiene células vegetales. En esta foto--

grafía podemos observar el tejido vegetal y los protoplastos obtenidos de 

este tejido. Se observa claramente .que el protoplasto vegetal carece de la 

pared celular y tiene una forma esférica. 

La laminilla utilizada para la fotografía // 2, es una lami--

nilla testigo; que contiene protoplastos bacterianos sin pulso radioacti-

vo y, protoplastos vegetales en ausencia de agente fusionante. En esta fo-

tografía podemos observar la diferencia de tamaño entre los protoplastos - 

vegetales y bacterianos, en el protoplasto vegetal podemos observar estruc 

turas como; los dos núcleos, cloroplastos y quizá algunas vacuolas. 

La laminilla utilizada para la fotografía // 2A, es una prepa-

ración de medio líquido, que sólo contiene bacterias. En esta fotografía - 

podemos observar que las bacterias han perdido su forma bacilar, y que tres 

protoplastos bacterianos se encuentran fusionándose. 

Para las fotografías 3 y 3A,se utilizó una laminilla experi-- 



fueron tomadas de una laminilla expe - 

un sincicio de nueve núcleos bien defi 

medio y algunas unidas al sincicio. En 

la foto # 5A observamos la marca a utorradiogr6fica muy intensa en el sinci 

cio y algunos gránulos autorradiográficos en el medio, que corresponden a 

bacterias no fusionadas. 

Las fotografías 6 y 6A fueron tomadas de una laminilla experi 



El estudio de la fusión de protoplastos vegetales comenzó en 

1909 por Kuster, usando sales de nitrato de sodio y es hasta 1974 cuando - 

Kao y Michayluk utilizan el PEG, dando aplicaciones muy fuertes a la agri-

cultura, ya que promueve la transferencia de ganes entre vegetales que no 

pueden cruzarse sexualmente, estos métodos se han usado, en la mayoría de 

las veces, para dar a los vegetales una mayor resistencia a enfermedades -

(Gamborg, 1981). Sin embargo no se ha trabajado sobre los requerimientos -

nutritivos de los vegetales. 

Por otra parte la fusión de bacterias comienza en 1976  con Ka 

talin Fodor y Col. En Bacillus meaateriun y Pierre Schaeffer en Bacillus 

subtilis. Ellos obtienen cepas recombinantes a partir de microorganismos - 

auxotróficos, estos datos son muy Importantes para la Microbiología, pero 

ellos en sus artículos, no mencionan la posibilidad de una fusión vegetal-

bacteria. 

Un antecedente importante es que en el congreso nacional de - 

bioqurmica (1976) el Dr. Mamada Yasakuki mencionó que ahora trabajan en la 

fusión de algas azul - verdes y plantas superiores. En los artículos reví 

sados no han aparecido resultados sobre estos experimentos. 

La mezcla PEG-DMSO fu é usada por primera vez en microorganis-

mos por el Dr. Hopwood en 1977, donde reportó un incremento en la recombi- 



microscopía de luz y con contraste de fases los protoplastos vegetales y -

los híbridos mantienen en forma normal sus estructuras fundamentales y apa 

rentemente en algunos casos como es el caso de la Fotografía // 5 se gene--

ran estructuras de protección como es la pared celular; aunque es conve- -

niente realizar un examen con microscopia electrónica para observar con --

más detalle posibles alteraciones a nivel de ultraestructura celular. En -

el caso de la fotografía // 3 podemos observar que los citoplasmas aún no -

se han mezclado y esto corresponde a los pasos de la fusión celular, ade--

más la marca se encuentra polarizada a uno de los núcleos lo que sugiere -

que la fusión con la bacteria ocurrió un momento antes. En el caso de la - 

fotografía número 5 algunos autores Motoyoshi, 1971; Power y Col. 1970; --

Withers y Col., 1972 describen que después de la regeneración de la pared 

celular y la primera división, los núcleos hijos abandonan el sincicio, es 

decir, que el sincicio se fragmenta en algunas células híbridas normales. 

La viabilidad del producto híbrido es un dato que no debe despreciarse ya 

que representa la recuperación de estas células para convertirlas en callo 

y después en plántula. 

• Es también Importante recordar que las pruebas de viabilidad 

sólo se refieren a la funcionalidad de la membrana, ya que ésta es la que 

realiza la función de exclusión del colorante. Existen algunos casos don--

de la membrana se puede encontrar dañada, pero los organitos celulares en 

buen estado, o el caso contrario, donde algunos organitos celulares se en 

cuentren dañados, y la membrana se encuentre en buen estado. 

• El protoplasto vegetal es muy sensible a los fijadores, en -- 

nuestros experimentos al poner el fijador en contacto con los protoplastos, 

éstos estallaban. Después de que probamos gran variedad de fijadores, se - 

decidió utilizar el formaldéhido en goteo, donde la concentración del fija 

dor aumenta gradualmente y el protoplasto so fija lentamente. 



Cuando se observan los protoplastos vegetales o híbridos, en 

tinci6n, ésta enmascara la marca autorradiográfica. Al observar con con- - 

traste de fases en agua o aceite de•irmnersión las estructuras no se obser-

van bien definidas, pero al usar aceite de medio de inclusión para análi--

sis de cristales (Aceite Carl-Zeiss Np-1.515) las estructuras resaltan co-

mo se muestra en las fotografías. 

Los resultados de los experimentos son muy halagadores ya que 

sí pueden fusionarse estas 	2 especies, 	existe la posibilidad de — 
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Fotografía No. 6. - 
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APENDICE 1 

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES:; 

1.- 	MEDIO DE PAPA PARA AISLAMIENTO DE AZOSPIRILLUM: 

Cocer 200 g. de papa cortada con cáscara, filtrar 

por algodón, añadir 5 g de Ac. malito, 4 g. de KOH, 5 g. de 

azúcar comercial, ajustar el p11 a 6.8; adicionar un ml. de -- 

8lotina 	(10 mg./100m1.), 	15 g de•agar, todo esto para un li 

tro de medio. Esterilizar a 121 	°C durante 15 min.(Marttnes, 

• 1979) 

2.- 	MEDIO SEMISOLIDO PARA AISLAMIENTO DE AZOSPIRILLUM;° 

Ac. MALICO 5.0 g. 

K2HPO4 0.5 9• 

MgSO¥-7H2O 0.2 g. 

NaCI 0.1 g. 

CaCl2 0.02 g. 

Na2Mo04-H20 0.002 g. 

MnSO4-H20 0.1 g. 

Fe2SO4-7H20 	— 0.5 g. 

KOH 4.5 9. 

BIOTINA 	(10 mg./100 ml) 1.0 ml. 

AZUL DE BROMO TIMOL 
(0.5 % en ETOH) 2.0 ml. 

AGAR 1.75 g. 

Ajustar el pH a 6.8 completar a 1 lt. con agua destilada y 	- 

• esterilizar a 	121 	°C 	por 	15 min. a 	15 	lib, 	de presión. - 	-- 

(Okon, 	1976) 



3.- MEDIO DE PROPAGACION PARA AZOSPIRILLUM: 

Ac. 	MALICO 5.0 g. 

K2HPO4  0.5 g. 
MgSO4-7H2O 0.2 g. 

NaCI 0.1 g. 
CaC12  0.02 g. 

Na2MoO4-2H20 0.002 g. 

MnS%- H20 0.01 g. 

FeSO4-7H20 0.5 g. 

KOH 4.5 g. 

EXTRACTO DE LEVADURA 0.02 g. 

Ajustar el pH a 6.8, completar a un litro con agua destilada 

y esterilizar a 	121 	°C por 15 min. a 15 lib. de presión - 
c 

(Martrnos, 	1979) 

4.- SOLUCION PARA PROTOPLASTOS VEGETALES Y BACTERIANOS: 

CaC1 2  0.155 g. 

K2HPO 
14 

0.100 g. 

SORBITOL 4.550 g. 

MANITOL 4.550 g. 

Ajustar el pH a 6.4, completar a 100 ml. con agua destilada y 
esterilizar por filtración con poro de 0.22,c.(Weber, 	1979) 

5.- SOLUCION PARA PRUEBA DE VIABILIDAD DE PROTOPLASTOS VEGETALES: 

Preparar una solución de nigrosina al 0.05 % en solución para 

protoplastos. 



6.-  SOLUCION DE LISOZIMA: 

LISOZIMA 0.02 	g. 

EDTA 0.155 	g• 

NaCI 0.05 	g. 

K2HPO4 0.10 	g. 

SORBITOL 4.55 	g. 

MANITOL 4.55 	g. 

Ajustar el pH a 6.4, completar con agua bidestilada a 100 ml. 

y esterilizar por filtración con poro de 0.45, 	(Milipore, 	- 

etc.) 

7.-  SOLUCION DE ENZIMAS PARA VEGETALES: 

ONOZUCA r-10 2.0 

HEMICELULASA 	SIGMA 2,0 	g. 

PECTINASA 1.0 	¥. 

Completar con solución para protoplastos hasta 100 ml. Ajustar 

el pH a 5.5 	y esterilizar por filtración con poro de 0.45 

(Weber, 	1979) 

8.-  SOLUCION DE PULSO RADIOACTIVO; 

Tomar 25 m 	Curies y aforar a 10 ml. con medio de 

propagación. Esta solución se prepara en el momento de usar-- 

se. 

2.5Curies/ml. 

9.•• MEZCLA PEG-DMSO: 

Preparar una solución de DMSO al 	5 % en solución - 	.; 

para protoplastos. Pesar 5 9. de PEG (PM 6000) y licuarlos a 



60 °C en baño de maría. Agregar 5 ml. de la solución des DMSO 

y seguir calentando con agitación hasta disolución completa. 

Esterilizar en autoclave a 121 	°C durante 15 min. a 15 lib. 	- 

de presión. Este mezcla debe conservarse a 40 °C. 

10.- SOLUCION FIJ DORA DE FORMALDEHIDO: 

Preparar una solución de formaldehído al 15 % en solu- 

ción para protoplastos. Esterilizar por filtración con poro - 

de 0.22u 

11.- SOLUCION DE GELATINA: 

GELATINA 	 0.5 g. 

SULFATO DOBLE DE CROMO 	10 mg. 

AGUA DESTILADA (60 °C) 	100 ml. 

Se disuelve la gelatina y el alumbre de cromo en el agua ca-- 

líente y se filtra antes de usarla. 

12.- EMULSION FOTOGRAFICA KODAK: 

Diluir la emulsión Kodak NTB 2, 1:2 en agua desti- 

lada a 40 °C. Esto debe hacerse en cuarto oscuro y con luz de 

seguridad. Preparar en el momento de usarse. 
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