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|__RESUMEN

En este trabajo se fusionaron protoplastos de malz con proto=

plastos de una bacterlia (Azospirlillum lipoferum) capaz de fijar nitrége--

no, marcados en su ADN con timlidina tritiada, utilizando la mezcla fusio=-
nante polietilenglicol~dimetilsulfoxido (PEG~DMSO), en un intento de obte
ner un hibrido celular que sea capaz de fijar nitrégeno.

El experimento consistlé en la formacidn de protoplastos de

Zea mays (malz) por accidn de las enzimas Onozuca R-10, Hemicelulasa y

Pectinasa, el marcaje de las bacterias con timidina tritiada, la forma-

clén de protoplastos bacterianos por accién de la Lisozima, y 1a fusidn

&

calular.

La fusién se realizé con 1s mezcla fusionante PEG-DMSQ, Se ==
montaron los protoplastos hibridos en p;wta objetos y se cubrleron con =--
emulsjén fotogréfica Kodak NTB 2 . Se revelaron despufs de 30 dfas, se -
analliz6 al microscopio de contraste de fases observando marcas en el citg
plasma y r;ﬁcloo. ‘

Aparentemente los resultados son muy halagadores ya que, eg--~
tos dos tipos celulares pueden fusionarse y desde el punto de vistn blo=-
16gico esto es muy lmpo.rtnnte, pues este hlibrido podrla deurrgllnr la ca
pacidad biolégica de fljar nitrégeno del medio ambiente. Sin en;bcrgo para
demostrar que este hlbrido es capaz de fijar nitrégeno y que la informa~=
cién genética es heredable es necesario realizar un trabajo mfs exhausti-

vo y concluyente,



| INTRODUCC ION

FUSION CELULAR

Exlsten dos formas de Fusién Celutar, la natural y la Inducl--

da, Lla Fusién Celular natural es un fendmeno que se presenta frecuentemen

te, tal es el caso de la fusién Espermatozoide-Ovulo en la fecundaclt_Sn, Ta

fusién de las células musculares, los micellos de hongos no septados, etc.

La Fuslén Celular Induclda produce dos tipos de hfbridos; Homocarlocftl- -

cos, células con dos 6 més ndcleos y cltoplasma del mismo género y espe~ =~

cle, y Heterocarloclfticos, células con dos & mfs nhcleos y cltoplasmas de

diferente género, especie o hasta reino. Existen tres procesos fundamenta~

les péra Inducir 1a Fusidn Celular y son:

1, 1 FISICOSs

1, 1,1 LA MICROCIRUGIA; Es la forma de realizar -
trasplantes de nGcleos o Inyeccién de uno o varios nicleos a -
una célula receptora, formando asl los hfbridos. Los primeros
trabajos publicados son de Dicumackos y Col. en 1972 quienes -
formaron hfbridos de una misma poblacién,

1,1, 2 CAMPO ELECTRICO; Consiste en aplicar a las
células campos eléctricos de alta intensidad en corto tiempo -
( seg. G/Lug.) Esta descirga eléctrica produce un gran cam-
bio en 1a permeabilidad de la membrana celular pormltlondo‘ el
paso de substanclias y partfculas grandes., Cuando es el caso de
que hay coptacto entre membranas y éstas recliben el pulso eléc
trico, hay adherencia entre las células y en muchos casos fu--

sién (Zimmerman y Col., 1981),




1, 2 B10LOGICOS;

1, 2,1 En este caso los virus son los protagonis=-
tas de este tipo de métodos, que han slido utilizados desde ==
1970 por OKADA y HARRIS (Steplewskl, 1970). Los virus mfs eme—
pleados para estas técnicas son: Herpesvirus, Poxvirus, Myxov]
rus y Paramyxovirus. Lo Importante para el desarrollo de esta
técnica es que el virus se encuentre inactivado, es decir, que
plerda su capacidad replicativa, pero no su capacidad fusionan
te, lo cual se logra exponlendo a los virus a radiacién ultra=

violeta (Watkins 1971).

1,3 QU IMICOS:

1, 3,1 SOLUC IONES HIPOTONICAS; Como es el caso -
del NaN03 que produce plasmSlisis en células vegetales y asl -
1a formacién de protoplastos, al estar &stos en contacto, sus
membranas se adhieren y en algunos casos se fusionan. El pri==
mer trabajo publlcado es de KUSTER en 1909 (Gamborg, 1981).

1,3, 2 COMPUESTOS DE CADENA LARGA (Lipoides): Exig
ten algunos agentes como la Lisolecitine Yy el Polietilenglicol
(PEG) que son capaces de inducir la fusién celular. El mecanis
mo de acciSn a estos agentes (Lucy, 1971) consiste en una des~
polarizacién de la membrana celular dando como resultado agre~
gacién y fusién celular. El uso de estos agentes proporciona -
gran agllidad en el trabajo de laboratorio ya que no es tan dj
flcil como la microcirugfa, no es tan costoso como el campo ==
eléctrico ni tan pelligroso como el de los virus. Existen algu~
nos defectos como son la posible actividad cancerigena de la -
1isolecitina, o el bajo porcentaje de fusiSn cuando se usan =-

concentraciones de més del 50 % (P/v) del PEG. Se han probado




et el

-

otros agentes que producen fusion celular en diferentes gra- -
dos, como son: Renitol, Acido 0léico, Acido Linolénico, Acido

Ldurico, Acido Glicerol Monoldurico, entre otros.

1,3,3 MEZCLAS: La Gnica mezcla conocida es la de
PEG DIMETIL SULFOXIDO (DMSO) utilizada por primera vez
en microorganismos por Hopwood y Col, en 1977, donde -
el lIncremento en la fusidn es de casi el 100 % de las

células,

La fusidn celular entre vegetales se conoce desde 1909, sien~
do Kuster el pionero de estas técnicas, obteniendo protoplastos plasmoliza
dos usando soluciones hipoténicas de NaNO3 . Estos protoplastos muestran -
un bajo porcentaje de fusién (Constabel, }976). Actuaimente ya se conocen
otros métodos para la obtencién de protoplastos. Definimos por protoplasto
a una célula vegetal, bacteriana o de hongo que ha perdido su pared celu--
lar. Kao y Michayluk en 1976 utilizan el PEG de diferentes pesos molecula~-
res en la fusidn de células vegetales, La fusidén de vegetales ha sido uti-
lizada para generar gran variedad de mutantes Gtiles para la agricultura,
fruticultura, y ia Investigacién (Gasmborg, 1981).

Por otra parte la fusi6n de microorganismos ha sido demostrada
por varios Investigadores como: Fodor y Col,, 1974; Schaffner, 1976; Gabor
1976; Tsenin y Col., 1978; Goerzee y Col., 1979; Sdnchez - Rivas y Col., =
1979; Frehgl y Col., 1979; Hotchkiss y Col., i980  (Hopwood, 1981); To~-
dos ellos utilizaron PEG como agente fusionante, y obtuvieron resultados

que son muy importantes para la microbiologfa,

2.- QOBTENCION DE PROTOPLASTOS

Se define como protoplasto a una célula que haya perdido su pa

red celular, y puede haber protoplastos de vegetales, hongos y bacterics,




2, 1 PROTOPLASTOS VEGETALES;

A la par del desarrollo de cultivos vegeta-
les, se han Ido desarrollando las técnicas de obtencién de pro
toplastos, en 1960 Cocking describe el uso de la celulasa para
la obtencién de protoplastos a partlr de rafz de jitomate obte
nlendo mfs de un 50 % de viabilidad, dando as{ suficiente mate

rifal para propSsitos cientificos (Power, 1970).

Actualmente los protoplastos son obtenidos
por medio de mezclas de enzlmas degradantes de la pared celu--
lar en soluclfones con estabflizadores osméticos que preservan
la estructura y viabilidad de los protoplastos (Gamborg, 1981),
Las enzimas utl)izadas para formar protoplastos son de tres -=
clases; Celulasas que degradan a la celulosa, Hemicelulasas =
que degradan a la hemicelulosa y Pectinasa que degrada a la -
amilopectina. Los sustratos de estas enzimas corresponden dj=-
rectamente 2 la composicién de la pared celular del mafz. En =

este trabajo usamos:

Onozuca R 10 (Nat. Japan)
Hemicelulasa (Stgma)
Pectinasa (Nat. Japan)

Cuando se usan estas enzimas la viabiiidad reportada es de =~
un 70 - 90 % vy generalmente es determinada por las pruebas de

exclusidén de colorante, usando nlgrosina o azul de tripan,
2, 2 PROTOPLASTOS BACTER IANOS;

La pared celular de las bacterlas estd forw-
mada por Mucopolisacéridos (Mureina), ésta, para ser degradada
necesita de una Mucopolisacaridasa, que da como productos = =

n-acetllglucosamina y Ac., n-acetll muramico, Las bacterlas




8

.

gram negatlvas aparte de los mucopolisacdridos de la pared, -~
tfene recubriéndola una capa lipoproteica que necesita del I6n

calclo para su estabfilidad.

La Lisozima es una mucopolisacaridasa que =
despolimeriza los azucares en presencia del i6n cloruro., Fle~=
ming en 1922 descubre la enzima y la 1lama Lisozima. Esta enzi
ma se encuentra ampllamente distribufda en la naturaleza, por
ejemplo; 1&grimas, mucosa nasal, salliva, suero de sangre, plas
ma humano y en un gran nimero de tejidos y secreciones de ani-
males, vertebrados e [nvertebrados y en plantas (Jolles, 1960),
La presencla de estas enzimas fué detectada por suaccidén 1Tt
ca sobre cocos gram positivos, Para el caso de bacterias gram
negativas los estudios realizados por Peterson y Hartseill en =
1955 informan la necesidad de utilizar atentes quelantes como

el EDTA (Jolles, 1960).

3.- USOS Y CARACTERISTICAS DEL PEG Y DMSO;

EV PEG (Fig. 3.1) por via oral posee una toxicidad muy baja y
ésta disminuye el aumentar el peso molecular del pollmero, ain despuls de

uso prolongado, a dosis usuales, se considera no téxico (Davidson, 1976).

Es usado en la Industria farmecéutica como base para unguentos,
para supositorios, y como lubricante en la manufactura de tabletas. Es ell

minado totalmente dei organlsmo en 48 horas (Hawley, 1975).

Para su uso en fusién celular los pesos moleculares (del PEG)
que se utillzan van del 1000 al 6000 obteniéndose diferentes grados de fu-

sién (Pontecorvo, 1975).

El DMSO es por su parte un disolvente dipolar aprético poten--

te. tanto de compuestos polares como no polares, Esté particularmente in-




clinado & participar como aceptor de &tomos en uniones de o con el hldrége
no, Se usa como disolvente qufmico, como preservador bloléglco durante la
congelacidn, como protector del dafo por radlaciones y en medicina se usa

como antiinflamatorio. Su capacldad para disminulr las hinchazones en &-~
reas edematosas, suglere que puede alterar la permeabllidad de la membrana

celular de alguna manera (Hawley, 1975).

HOCH2 — (CH2 - 0 - CHZ)n CHZOH

3.1. Polleltilen glicol

0
i
CH — S — Chy

Dimeti! sulfoxido

DESCRIPC{ON DE ZEA MAYS,

Se decidié escoger como vegetal a Zea mays (mafz) debldo a =
su gran Importancla mundial dentro de la alimentacién y por su dificultad

de desarrollo sin fertilizantes nitrogenados.

Ei malz de nombre clentlfico Zea mays es una gramfnea monoco+




tiledonea, que es capaz de desarrollarse en casi todo tipo de climas y =-=
aunque sus requerimientos nutritivos son bajos, neceslita de sustancias ni-
trogenadas y de compuestos fosforados. Es orfginario de América, es un gra
no comestible, el tallo es de estacidén, erecto y fuerte, de hojas grandes
Yy lanceolahas. El malz es usado como alimento en humanos, como forraje pa-
ra animales y como materla prima en la Industria. Su valor nutritivo es -
bajo, debido a su poco contenido en protefnas, su deficiencia en niacina y
en algunos aminoécidos escenclales como el triptéfano (Enciclopedla Brité-
nica).
El mafz, un allmento de gran importancia mundial fué utllizado
desde la antiguedad en América por casi todas las culturas precolomblianas
y ain en nuestro tiempo el malz representa un alimento bésico en la dieta,

como por ejemplo, la masa y todos sus derijvados.

5.- DESCRIPCION DE AZOSPIRILLUM LIPOFERUM;

ia bacteria seieccionada fuf Azosplirillum |ipoferum, ya que --

posee como caracterfstica fundamental que fija nitrégeno y realiza una sim

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

Beljerinck describe en 1923, a un organismo |lamado Azotobac=-
ter spirilium al que més tarde (1925) le 1lams Spirillum lipoferum, que -
aparece descrito en el manual de Bergey en 1957, clasificado como fijador
parcial de nitrégeno en vida libre. Es hasta 1963 donde Becking describe =
la capacidad de Incorporar N's por Spirilium o Vibrio que era el mismo

descrito ﬁor Beljerinck (Tarrand y Col., 1978).

Splrillum lipoferum es una bacteria gram negative, mévil con -
forma de vibrién y con grénulos de pollwg-hldroxlbutlrato. crece en medio
Vibre de nltrégeno, Como fuentes de energla puede utllizar; malato, lacta-
to, succinato y plruvato, Algunos estudlos mostraron que clertas cepas re-

quleren de bajas cantldades de extracto de levadura para crecer en medlos




minerales usando como fuente de carbono a la glucosa. Basédndose en estas =
y otras observaclones se creyd en la existencla de dos o tres grupos den==

tro de la especle Spirilium lipoferum (Dobereiner, 1977).

Tarrand, Krelg y Dobereiner en 1978 realizan experimentos de =

ADN homélogo en Spirillum lipoferum y sugieren la creacién de un nuevo gé-

nero, Azosplirlilum con dos especles Azosplirillum brasile se y Azospirillum
ipofe rum:

Azospirillium brasilense; Incluye a las cepas de los grupos |y

111, encontradas frecuentemente en climas troplicales., Las cepas del grupo
Ill se diferenclfan del grupo | porque, en bajas concentraciones de oxfgeno

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

Azospirillum lipoferum; Contliene a todas las cepas del grupo
il y se diferenclfan por su capacidad de utilizar la glucosa como fuente --
Gnlca de carbdn, crece en medio libre de nitrégeno y dan reaccién &cida so
bre un medio a base de glucosa y peptona, requieren de biotina y ademés re
ducen el nitrato a nitrito con produccién de gas (Tarrand, 1978) (Neyra,
1977).

6.~ AUTORRADIOGRAFIA:

En 1867 Niepce de St. VIctor publicé que una emulsién de sales
de cloruro y loduro de plata era ennegrecida por nlitrato y tartrato de - -
uranlo; era curloso que el materlal radloactivo velara la emulsién fotogré
fica, pero en su tlempo, no se hlbra‘descrlto la radloactividad, y &1 in--
terpreté el fendmeno en términos de luminiscencla,

Henrl Becquerel en 1896 utllizé agentes fluocrescentes como el
sulfato de uranlio sobre placas fotogréficas cublertas con dos capas de ==
papel negro, logrando velarlas. Estos experimentos y los descubrimientos =

de los Curle en 1898, demostraron la existencia de la radioactividad.




Es hasta 1924 cuando Lacassagne y sus colaboradores estudian

la distribucién del Polonlo en especfimenes bioldglicos (Rogers, 1567).

En la actualidad se ha ido desarrollando la técnica de la au-
torradiograffa aprovechando el principio de la reduccién de sales de plata
por energfa lonizante, es declr, un compuesto radloactivo emite energfa --
lonizante (en el caso del tritlo radlaclén(3 ) que es capaz de velar - -
(ennegrecer) a la emulsidn fotogréfica. En este trabajo empleamos timidina
metil tritiada de New England Nuclear y emulsidn fotogréflca Kodak NTB 2
que se selecciond por el tamafo de grano (0.%9;¢) y la sensibilidad a 1la

radiacién emitida por el tritio (emlslén(a, menos de 0.2 MeV.).

7.- OBJET IVO:

El objetivo de este trabajo es el de comprobar la fusién celu

lar entre Azosplrillum lipoferun y Zea mays, observando el destino del ADN

bacteriano marcado con timidina tritiada, por medio de autorradiografia y

su andlisls en microscopfa de luz (contraste de fases).




111 MATERIALES Y METODOS:

1.- MATEERIAL BI1OLOGICO;

1, 1 Zea mays
Se salecclond una varledad mutante clasificada en PRONASE - —

(Productora Naclonal de Semlllas) como H-507 variedad que se

desarrolla en valles altos y climas templados. Nosotros cult|_
vamos la semllla en frascos de vidrio con papel flitro y algo
dén en condiciones estériles, el algodén himedo y a 28 °C du

rante tres dfas.

1, 2 Azosplrillum 1lpoferun

La cepa fué proporclonada por la M, en C. Rosa Ma-
rfa Ramlrez Gama del laboratorlo de Microblologfa Experimen=-
tal de la Facultad de Quimica, UNAM. La cepa se cultivé en me
dio de propagacidn pars Azosplirilium, se resembrS en medio de
papa para alslamlento y medio semisélido, donde se observaron
las caracteristicas colonlales y de fijacién de nitrédgeno de

Azospirillum lipoferum, se reallzé tincién de gram y observa-

clén con contraste de fases, con lo cual se reconflirmé que la

cepa es Azospirillum 1lipoferum,

2.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL:

A un cultivo de bacterias de 24 hrs,, desarrolladas en medio
de propagacién (A1,35f se les centrlfugd a 3000 RPM, Durante 10 min, y se
resuspendieron en la solucién de pulso radicactivo (A1,8)* incubando du-
rante 90 min.. Se centrifugé a 7000 RP!.. Durante 10 min. eliminando al so-
brenadénte y resuspendiendo con mediu '~ propagacién (A1,3)%, realizando eg
ta operaclién tres veces para eliminar la timidina tritiada no asimilada, -
Se centrifugd en las condicliones anteriores y el bot4s de bacterlas marca-

* Este pargyesls corresponde a la soluclién menclonada en el
apendie 1.




das se resuspendié en soluciédn de lisozima (A1, 6) * durante 30 min. pa-~
ra obtener los protoplastos. Por otra parte a semillas de malz germinadas
durante tres dfas, se les corté la radfcula, se fragmentaron en cajas de -
petri con unas gotas de soluclén para protoplastos (A1, 4) %, se pasaron
los fragméntos a un tubo de ensayo con solucidn de enzimas para vegetales
(A1,7)* durante 30 min.. Se centrifugé a 500 RPM. durante 10 min. a 0°C, y

se lavaron tres veces con solucién para protoplastos (A1,4)x.

Ya obtenldos los protoplastos vegetales y bacterianos, se rea
lizaron las pruebas de viabilidad; para los protoplastos vegetales se usé
la prueba de exclusién de colorante con 18 solucién para prueba de viabl=-
lidad de protoplastos (A1,5)%*, contando 100 células por preparacién, donde
las células que permanecen claras, sin tefiir, son las viables, Para los --
protoplastos bacterianos 1a viabilidad se les determina por la prueba de -
regeneracidén del protoplasto, los protoplastos son incubasdos durante 1 --
hrs. en solucién, se realiza una cuentas en hemocitémetro y se sembr§ 0.1 -
ml. en forma masiva en una caja de petrl con medio de papa para alslamien—
to (Al,l)* y se Incuba a 28°C durante 48 hrs., al término de la incuba- -
ci6én se realizé 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 retiré el sobrenadante dejando sélo un ML., en el =
cual se resuspendid el botén de protoplastos y se mezclé con el agente fu-
slfonante -(A1,9)% 1:1 (V/V) durante 30 seg., después se agregaron 10 ML. de
solucién para protoplastos (Al,4)* para detener la accién del agente fusio
nante.

Para fijar los protoplastos hlbridos se utilizé la solucién

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

una gota cada 15 seg. Se centrifiugd a 1500 RPM durante 15 min. y el botdn




obtenido se resuspendiS en 1 ml, de agua destilada. Se montaron en portaob,
Jetos limplos y desengrasados, cublertos con la solucién de gelatina (A1,11)%,
se cubrleron con emulsién fotogrdfica Kodak (A1,12)% en cuarto oscuro, y =
se guardaron duraﬁte 30 dTas en oscuridad a 4°C, se revelaron, se cubrig-=

ron con acelte para contraste de fases, y se mont6 con cubreobjetos, se-=

llando con barniz para ufas,

Se realizaron 5 experlimentos para comprobar la representativ]

dad de los resultados obtenldos.




IV__RESULTADOS:

1.~ VIABILIDAD DE PROTOPLASTOS VEGETALES Y BACTERIANOS:

1, 1 A los protoplastos vegetales obtenldos por nccién de -
las enzimas; Onozuca, Hemicelulosa y Pectinasa (Foto # 1) se
les determiné la viabilidad, por la prueba de exclusién de co
lorante, con la solucién de nigrosina (A1,5). Un protoplasto
se encuentra viable, si mantfene la selectividad del transpop
te a través de su membrana, es decir, mantlene al colorante -
fuera de la célula. Cuando la célula ha muerto, el colorante
pasa |lbremente y tifie a toda la célula de un color gris a ne
gro. Nosotros encontramos un 80 % de viabilldad, determinada
como se indica en métodos.

1, 2 Los protoplastos bacterfanos obtenidos por accién ds -
la lisozima (Foto # 2), se les determiné la viabilidad por la
prueba de regeneracién del protoplasto, en un medio s6lido -
(A1,1). Cuando un protoplasto bacterlano viable se incuba en
un medlo lsoosmotico sin enzimas degradantes de su pared cely
lar, regenera su pared celular, y es capaz de desarrollarse -
en medio sélido con todas sus caracteristicas colonfales. No~
sotros encontramos un 70 % de viabilidad, determinada como se

indica en métodos.

2,- ANALISIS MICROSCOPICO A CONVRASTE DE FASES DE LA AUTORRAD|O--

GRAFIA DEL PRODUCTO DE FUS ION:

Para determinar si se habfa formado un hfbrido en el experi--
mento, se utliizé la emulsidn fotogréfica, que detectarfa la marca radlioac

tiva del ADN bacteriano.




La laminilla utilizada para la fotograffa # 1, es una prepara
cién de medio 1Tquido, que sélo contiene células vegetales. En esta foto-—
graffa 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 wutilizada para la fotograffa # 2, es una lami--
nilla testigo; que contlene protoplastos bacterianos sin puiso radloacti-
vo y, protoplastos vegetales en ausencla de agente fuslonante. En esta fo-
tograffa podemos observar la diferencia de tamafio entre los protoplastos -
vegetaies y bacterjfanos, en el protoplasto vegetal podemos observar estruc
turas como; los dos niicleos, cloroplastos y quizé algunas vacuolas.

La laminilla utilizada para la fotograffa # 2A, es una prepa—
racién de medio 1Tquido, que sélo contiene bacterias. En esta fotograffa -
podemos observar que las bacterias han perdido su forma bacilar, y que tres
protoplastos bacterianos se encuentran fusliondndose,

Pare las fotograffas 3 y 3A se utilizéd una laminilla experi--
mental que contlene; protoplastos bacterianos con pulso radioactivo, protg
plastos vegetales y agente fuslonante. En el caso de la Foto # 3 observa--
mos un protoplasto vegetal con nlcleo bien definido, cloroplastos, vacuo--
las, y algunas bacterias en el medio. En la foto # 3A observamos la marca
autorradiogréfica muy intensa sobre el protoplasto vegetal, alyunos granos
autorradliogréficos se encuentran concentrados sobre el niicleo.

Las fotograffas 4 y LA fueron tomadas de una laminil]a expe--
rimental. En la foto # 4 observamos dos protoplastos vegetales fusionéndo-
se, sus membranas est&n unldas pero sus citoplasmas alin no se han mezcla--
do, los nlicleos se observan bien definidos y se encuentran algumas bacte--
rias en el medio. En la foto # UA observamos la marca autorradlogréfica --

que se encuentra més Intensa en el protoplasto de mayor tamaiio.




Las fotograffas 5y S5A fueron tomadas de una laminilla expe-~
rimental, Ep la foto # 5 observamos un sinciclo de nueve niicleos bien defl
nidos, se observan bacterias en el medlo y algunas unidas al sinclcio, En
la foto # 5A observamos la marca autorradiogrdfica muy Intensa en el sincl
cio y algunos grénulos autorradlogréflcos en el medio, que corresponden a
bacterias no fuslonadas.

Las fotograffas 6 y 6A fueron tomadas de una laminilla experl
mental. En la foto # 6 observamos dos protoplastos vegetales fusianados,
en donde se distingue un nicleo bien definido y otro desenfocado, decimos
fuslonados porque las membranas se fusionaron y los cltoplasmas ya se mez-

claron y parece ser que han comenzado a formar estructuras de proteccidn cg

mo es la pared celular, El porcentaje de este tipo de células es de aprox]
madamente un 3 %. En la foto # 6A observamos la marca autorradiogréfica -
polarizada hacla los niicleos de esta célula y casi no se observa marca --
autorradiogréfica en el medio.

Las fotograffas presentadas son una seleccién de lo mds repre
sentatlivo del experimento,

El porcentaje de protoplastos vegetales fusionados entre sl ~
es de un 90 % y el porcentaje de protoplastos vegetales que se les encon=-
tré marca radlioactiva es de un 80 %, .

Dados los resultados concluimos que el producto de fusidn es

un hibrido del vegetal y la bacterla.

3.- VIABILIDAD DEL HIBRIDO.

Para demostrar que este hibrido mantiene sus caracterlsticas
funclonales y dado que todavfa es un protoplasto, decidimos utilizar la ~-
funclional idad de su membrana para la prueba de viabilidad por exclusidn de

colorante, donde obtuvimos un 70 % de viabllidad,




V DISCUSION:

El estudio de la fusién de protoplastos vegetales comenzd en
1909 por Kuster, usando sales de nitrato de sodlo y es hasta 1974 cuando -
Kao y Michayluk utilizan el PEG, dando aplicaciones muy fuertes a la agri-
cultura, ya que promueve la transferenclia de genes entre vegetales que no
pueden cruzarse sexualmente, estos métodos se han usado, en la mayorfa de
las veces, para dar a los vegetales una mayor resistencia a enfermedades -
(Gamborg, 1981). Sin embargo no se ha trabajado sobre los requerimlentos -
nutritivos de los vegetales.

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

talin Fodor y Col. En Baclillus megateriun vy Plerre Schaeffer en Bacillus

subtilis., Ellos obtlienen cepas recombinantes a partir de microorganismos -
auxotréficos, estos datos son muy Importantes para la Microblologfa, pero
ellos en sus artfculos, no mencionan la posibilidad de una fusién vegetal-
bacteria.

Un antecedente [mportante es que en el congreso naclional de -
bloquimica (1976) el Dr. Yamada Yasakuki menciond que ahora trabajan en la
fusién de algas azul - verdes y plantas superiores. En los artfculos rev}
sados no han aparecido resultados sobre estos experimentos.

La mezcla PEG-~DMSO fué usada por primera vez en microorganis=—
mos por el Dr. Hopwood en 1977, donde reportd un incremento en la recombi-

naclidn entre cepas de Streptomyces coelicolor. Nosotros decidimos utilizar

esta mezcla porque en los primeros experimentos al utilizar solamente PEG,
los resultados de la autorradiograffa reportaban sélo dos o tres granos --
autorradlogrédficos en el citoplasma,

Desde el punto de vista celular podemos decir que a nivel de-



microscopfa de luz y con contraste de fases los protoplastos vegetales y =

los hfbridos mantienen en forma normal sus estructuras fundamentales y apg
rentemente en algunos casos como es el caso de la Fotograffa # 5 se gene--
ran estructuras de proteccidén como es la pared celular; aunque es conve- -
niente reallzar un examen con microscopla electrénica para observar con --
més detalle posibles alteraclones a nivel de ultraestructura celular. En -
el caso de la fotograffa # 3 podemos observar que los citoplasmas adn no -
se han mezclado y esto corresponde a los pasos de la fusién celular, ade--
més la marca se encuentra polarizada a uno de los nicleos lo que sugiere -
que la fusién con la bacterla ocurrié un momento antes. En el caso de la -
fotograffa nimero 5 algunos autores Motoyoshi, 1971; Power y Col. 1970; -~
Withers y Col., 1972 describen que después de la regeneracién de la pared

celular y la primera dlvisién, los nicleos hljos abandonan el sincicio, es
declir, que el sincicio se fragmenta en algunas células hibridas normales.

La viabilidad del producto hlbrido es un dato que no debe desprecliarse ya

que representa la recuperacidn de estas células para convertirlas en callo
y después en pléntula,

Es también Importante recordar que las pruebas de vlabilidad
s6lo se refieren a la funcionalidad de la membrana, ya que ésta es la que
realiza la funcidén de exclusién del colorante, Exlsten algunos casos don--
de la membrana se puede encontrar dafiada, pero los organitos celulares en
buen estado, o el caso contrario, donde algunos organitos celulares se en
cuentren dafiados, 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 variedsd de fljadores, se =
decidié utilizar el formaldéhldo en goteo, donde la concentracién del fija

dor aumenta gradualmente y el protoplasto se fija lentamente.




Cuando se observan los protoplastos vegetales o hibridos, en
tincién, ésta enmascara la marca autorradiogrdfica. Al observar con con- -~
traste de fases en agua o acelte de Immersién las estructuras no se obser-
van blen def!nldgs, pero al usar aceite de medio de Inclusién para anéli~--
sls de cristales (Acelte Carl-Zeiss ND-1.515) las estructuras resaltan co-
mo se muestra en las fotograflas.

Los resultados de los experimentos son muy halagadores ya que
sl pueden fusionarse estas 2 especiles, existe la posibllidad de ~
una recombinacién genética entre la bacteria y el vegetal, y con ésto qui-
z8 la manlfestacién blolégica de que el hfbrido fijaré nitrégeno. Ahora =~
bien si el malz como planta fljara nitrégeno, esto serfa un gran avance pa
ra la agricultura ya que se eliminaria el uso de fertllizantes nltrogena--
dos.,

Es Importante recordar que &ste no es un trabajo terminado, =~
que apenas comienza esta 1{nea de Investligacidn, que aln faltan muchos ex-
perimentos antes de decir que el hibrido obtenido por nosotros, es Gtil =

para la agricultura, alimentacién, y la Investligaclén en gereral.




Fotografia No, 1.— Laminilla de medio liquido  Obtencién de
protoplastos vegetales,  (PV) protoplasto
vegetal, (tv) tejido vegetal, 1000 X
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Fotografra No. 3, Laminilla experimental. Protoplasto vege
tal con marca, sc observa ol nicleo,  (N)
nacleo, (PB) protoplasto bacteriano, (¢)
citoplasing. 1000 X
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Fotografia Neo, A Faniabia e periinent gl Protoplasto vege:
Ll con marca, s observa la marca (M)
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Fotografra No. 4,— Laminilla experimental.  Protoplastos tu-
sionandose.  (N) nucleo, (PB) protoplasto
bacteriano, (ZF) zona de fusion. 1000 X.
Fotografia No, 4A, Laminilla experimental. Protoplastos fu

siondnduse. (IMR) Mmarca radioactiva.
1000 X,
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Fotografia No. b, Laminilla experonental Sincicio de nueve

ncleos (N)  nocleo, ¢ ZF) zona de fu
sion, 1000 X
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Fotografra No. bA. Laminatlo cope maeetal Sme oo do naeve

t
nicleos, (R e ahoactiva 1000 X




i

Fotografia No. G. Laminilia expermental,  Protuplastos fu
stionados,  {N) nacleo, (Nd) nlcleo desen
focado, (P) pared celular, 1000 X,
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Fotograffa No. GA. Laminilte experimental.  Protoplastos fu
sionados, (MR) marca radioactiva,

1000 X,
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APENDICE 1

MEDIDS DE CULT IVO Y _SOLUCIONES:

1.= MEDIO DE PAPA PARA AISLAMIENTO DE AZOSPIRILLUM:

Cocer 200 g. de papa cortada con céscara, filtrar

por algodén, afadir 5 g de Ac. malico, 4 g. de KOH, 5 g.

de

aziicar comerclal, ajustar el pH a 6.8, adiclonar un ml. de --

Blotlna (10 mg./100ml.), 15 g de.agar, todo esto para un 1j=-

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

1979)

2.- MEDIO SEMISOLIDO PARA AISLAMIENTO DE AZOSPIRILLUM?
Ac., MALICO 5.0
K, HPO, 0.5
Mg$0, - 7H,0 0.2
NaCl 0.1
cacl, e 0.02
Na_Mo0,, ~H,0 0.002
MnS0y~H,0 0.1
Fe,50,~7H,0 0.5
KOH 4.5
BIOTINA (10 mg./100 ml) 1.0
AZUL DE BROMO TIMOL
(0.5 % en ETOH) 2,0
AGAR 1.75

g.

ml.

ml.

9.

Ajustar el pH a 6.8 completar @ 1 1t. con agua destilada y

esterfifzar a 121 °C por 15 min. a 15 1ib. de presién. -

(0kon, 1976)




3.-

MED 10 DE PROPAGAC ION PARA AZOSPIRILLUM:

Ac. MALICO 5.0 9.
KZHPOM 0.5 9.
MgSOl’-7H20 0.2 9.
NaCl 0.1 9.
cacl, 0.02 g.
Na M0y, ~2H,0 0.002 g.
Hns0, - H,0 0.01 g.
Fes0, ~7H,0 0.5 g.
KOH 4.5 9.
EXTRACTO DE LEVADURA 0.02 gq.

Ajustar el pH a 6.8, completar a un 1itro con agua destilada
y esterilizar a 121 °C por 15 min. a 15 1ib. de presién - -
<

(Martfnes, 1979)

SOLUCION PARA PROTOPLASTOS VEGETALES Y BACTERIANOS:

cacl,, 0.155 g.
K, HPO, 0.100 gq.
SORBITOL 4,550 g.
MANITOL 4,550 g,

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

esterilizar por filtracién con poro de 0.2%/Lg(weber, 1979)
SOLUCION PARA PRUEBA DE VIABILIDAD DE PROTOPLASTOS VEGETALES:

Preparar una solucién de nigrosina al 0,05 % en solucién para

protoplastos,



60-

SOLUCION DE LISOZIMA:

LISOZ IMA 0.02 g.
EDTA 0.155 g.
NaCl 0.05 g.
KZHPOQ 0.10 g.
SORBITOL L.ss gq.
MAN ITOL L.55 q.

Ajustar el pH a 6.4, completar con agua bidestilada a 100 ml.
y esterilizar por filtracién con poro de 0.h§/L\(Hlllpore, -

atc.)

SOLUCION DE ENZIMAS PARA VEGETALES:

ONOZUCA r=10 2.0 q.
HEMICELULASA SIGMA 2.0 g.
PECT INASA 1.0 §.

Completar con solucién para protopiastos hasta 100 ml. Ajustar
el pHa 5.5 y esterilizar por flltracidn con poro de 0,45

(Weber, 1979)
SOLUCION DE PULSO RADIOACT IVO:

Tomar 25 m Curles y aforar a 10 ml. con medio de
propagacién. Esta solucidén se prepara en el momento de usar—-

se.
2.5 uCurles/mi,
/

MEZCLA PEG=-DMSO:

Preparar upa solucién de DMSO al § % en solucién -

para protoplastos. Pesar 5 g. de PEG (PM 6000) y }lcuarlos a




100"

11,

12,-

60 °C en bafio de marfa. Agregar 5§ ml, de la soluclén dr: DMSO
y segulr calentando con agitacién hasta disoluclén completa.
Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min. a 15 1ib. -

de preslén, Este mezcla debe conservarse a 4O °C,-
SOLUCION FIJADORA DE FORMALDEHIDO:

Preparar una soluclén de formaldehldo al 15 % en solu~-

ci6én para protoplastos. Esterillizar por filtracién con poro -

de 0.224 .

SOLUCION DE GELATINA:

GELAT INA 0.5 gq.
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=--

llente y se flltra antes de usarla,
EMULSION FOTOGRAF ICA KODAK:

Dilufr la emulsidn 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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