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I. INTRODUCCION Y OBJETIVO



Uno de los problemas gque mas afectan la productividad agricola

.
es el dafio causado a las plantas econdmicamente importantes por agentes
infecciosos, los cuales unas veces causan la pérdida de la cosecha y otras
la depreciacidn del producto. El segundo tipo de dafic es producido frecuen
temente por erfarmedades de naturaleza viral, cuyo proceso infectivo y de
ngrod(Jccién es dificil dg estudiar y como consecuercia casi imposible de
evitar en la mayoria de los casos. Hasta ahora las Unicas soluciones son
de tipo preventivo, ya sea matando al vector que los trasmite o a tra —-
vés de la preopagacidn vegetativa de plantas libres de virus obtenidas de
cultivos in vitro de células meristematicas de la planta ( 27,52,55,79,
80 ). No obstante que estas soluciones resuelven parcial mente el proble-
ma, las técnicas utilizadas para ello de ninguna manera aportan eviden—-—
cias del proceso molecular involucrado al producirse la enfermedad. Si
se conociera el proceso a este nivel, se abriria la posibilidad de contro-
larla cuando ésta se inicia o bien, asvitarla.

La dificultad de realizar estudios con esta profundidad es debida
a dos factores principales : (a) la infeccidn y reproducidn de la particula
viral no es sincrdnica ( 119,147 ) vy (b) hay una estricta dependencia del
medio ambiente de la planta sobre su metabolismo ( 21,868,107 ); ambos
factores impiden que los resultados hasta anhora obtenidos de trabajos con
la planta entera sean considerados completamente validos ( 119,147 ).

Con el avance de las técnicas de microcultivo vegetal se senald

—como una de sus aplicaciones— la posibilidad del uso de protoplastos co-—



Mo un sistema potencialmente ideal para realizar ese tipo de investiga ——
ciones ( 12~14 ) ya que permitiria realizar y observar el proceso en for——:
ma mas sercilla y adecuada que con la planta completa.

C-omo parte inicial de un proyecto destinado a realizar estudios
sobre el mecanismo de replicacidn de un virus que produce una enfer‘r‘né~
dad del jitomate 1llamada " enfermedad del pinto " ( 61 ), surgid la necesi
aad de. esfablecer* un sistema con protoplastos para lograrlo. De esta ma
nera, el objetivo de esta Tesis fue encontrar algunas condiciones necesa
rias para el aislamiento de protoplastos a partir de células de jitomate
cultivadas in vitro (callos ) Asimismo se reportaran la metodologia v

condiciones utilizadas para la induccidn y propagacidn da los cultivos.



II. GENERALIDADES



Como se menciond antes, el avance de las tecnicas de cultivo de
células vegetales constituyd un paso decisivo para el astudio de diferen——
tes campos de la Biologia Vegetal ( algunos de ellos sdlo posibles median
te éstas ); uno de ellos es el de la virologia, la cual con el uso de los pro
toplastos se esta desarrollando rapidamente.

AYa.que tanto la metodologia empleada para la induccidn y propa-
gacién de cultivos vegetales como la utilizada para el aislamiento de los —

P v

protoplastos han sido reportadas para una gran variedad de plantas ( ver

79,83 ), en este capitulo sdlo las describiré brevemente.
Cultivo de tejidos vegetales

El término adecuado que describa a los cultivos de tejidos vege-—
tales aln no se ha unificado; algunos los siguen llamando " callos " debi-
do a su semejanza con la proliferacidn celular que ocurre cuando una par
te de la planta es danada o infectada ( particularmente por la bacteria ( =

Agrobacterium tumefaciens ); otros lo llaman " cultivo de tejidos " apo—-—

yandose en el hecho de que son obtenidos a partir de un tejido; a veces -~
es utilizado el titulo de " cultivo celular " puesto gue lo que se tiene es -
un grupo de celulas no organizadas y desdiferenciadas, sin importar que
la mayoria de las veces se encuentran en agregados an los que ya existe
comunicacidn intercelular ( via plasmodesmata ) que es caracteristica de
un tejido ( 114 ). Por esta razdn en la presente Tesis usaré indistintamen

te los términos descritos anteriormente asi como el de ' celulas culfiva-



das in vitro " ; todos ellos deberan diferenciarse de " cultivo en suspen=—
sidn " que consiste de un cultivo en medio liquido del mismo tipo de célu—
las.( 115 ).

L Os antecedentes del cultivo de células vegetales se inician en -
1838-1839 con la teoria celular propuesta por Schleiden y Schwan enla -
cual se senald la posibilidad de formar un ente completo a partir de una -
sola célula, es decir, la existencia de una totipotencialidad celular. En el
campo de la Botanica la teoria comenzd a tener evidencias hasta 1878 —
cuando Vochting logrd mantener vivos durante algunos dias a fragmentos
cortados de una planta al colocarlos en soluciones minerales; el mecanis
mo por el cual pudieran mantenerse vivos indefinidamente 1os cultivos y —
ademas inducirlos a dividirse como requisito indispensable para la demos
tracidn de la teoria fue propuesto por Haberlandt en 1802. Sin embargo,
El no utilizd el material bioldgico adecuado y transcurrieron 30 afos has
ta que White en 1934 ( 134 ) logrd el primer cultivo de células con creci -
miento indefinido. Casi simultaneamente Gautheret y unos afos después
Nobecourt (1937 ) lograron lo mismo con diferentes plantas. A partir de
ese momento el cultivo de células vegetales fue abordado por muchos in—
vestigadores tratando no sdlo de demostrar la totipotencialidad celular,
sino aplicando esa nueva técnica en otras ramas de la Biologia Vegetal.

Actual mente la totipotencialidad celular ha sida demostrada para
varis células y protoplastos de algunaé plantas ( 16,72,127,128 ) y el tra_

bajo con cultivo de tejidos vegetales ha avanzado considerablemente tanto



en estudios para conocimiento basico como de aplicacion econdmica. El -
primer tipo de estudios incluyen patologia vegetal ( 6-8,20,38,48,60,73—
75,100,113 ), mecanismos de accidn hormonalas ( 182,138 ), mecanismos
de diferenciacidn y desdiferenciacién celular ( 5,33,36,37,40,43,50,103,
109-111,121,123,127,142,145 ), metabolismo ( 3,4,9,24,35,39,49,59,
62,94,102,103,108,124 ;129,136,137 , 144 ), genética ( 20,77 ) ¥ aislamien
to de protoplastos ( 91,104,125,126,133 ). Los estudios de aplicacidn eco
ndmica comprenden dos aspectos; uno de ellos es la produccidn de farma-—
cos y hormonas o sus precursores ( 23,865,145 ) y el otro es el mejora ——
miento de cultivares de importancia para el hombre, ya sea por la obten—
cidn de mutantes con las caracteristicas dessadas ( 6-8,29,89,94 ), de -
plantas libres de virus ( 29,55,79,80,141 ) 0 a través del manejo de culti
vos con diferente grado de ploidia al de las plantas normales con 1as cua

les se pueden hacer las cruzas deseadas ( 41,83,84,109,112,116,146 ).
Induccidn y cultivo de los callos.

La induccidn de los callos a partir de una parte de la planta ( ex
plante ) ocurre c:uando_ésta —previamente esterilizada— es puesta en con—
tacto con un medio nutriente que es conocido como favorable para inducir
y mantener su division celular ( 143 ). La parte de la planta que general -
mente se utiliza es un tejido joven, aungue para plantas monocotiledonas
es preferible utilizar la semilla o partes de ella ( 143 ); hay también mu-—

chos reportes que muestran o describen la generacidn de callos a partir



de anteras o polen ( 33,41,110,112,116 ). La razbdn para esta eleccidn con
siste basicamente en que al hacerlo se tienen piezas de tejido compuestas
de un solo tipo de células, lo cual facilita la induccidn del callo.

Por 1o que se refiere a los requerimientos nutricionales de las cé
lulas por cultivar, éstos pueden ser divididos en tres principales clases :
(2) sales inorganicas, (b) constituyentes organicos y (c) complejos natura-=
les de composicidn indefinida ( ejem. agua de coco,extraxto de levadura hx
De los tres tipos de componentes, Gnicamente las sales inorganicas pueden
utilizarse casi indistintamente para cualquier planta ( una misma formula
cidn ); en contraste, la composicidén organica del medio de cultivo varia —
mucho dependiendo de las capacidades biosintéticas —de las células— para
muchos compuestos, habiendo incluso diferentes requerimientos entre las
variedades de una misma planta ( 33,58 ). Entre los compuestos organicos
quiza el papel mas importante para la induccidn del callo lo tienen los re-—
guladores del crecimiento presentes en el medio ( hormonas ); general ——
mente son una auxina y una citocinina que deben conservar una relacidn de
concentraciones particular para cada planta ( 78,127 ). El tercer tipo de
componentes suelen ser utilizados en el medio de cultivo como dltimo re—
curso para establecer el cultivo celular.

Durante la inducidn del callo las células del explante pasan por —
varias fases caracteristicas ( 145 ). Primero por una de " induccidén "
durante la cual las células se preparan para dividirse; la duracién de es—

ta fase depende del estado fisiolbgico de las células del tejido utilizado Y



de las condiciones de cultivo empleadas ( composicidon del medio, factores
ambientales, etc. ). Estafase es seguida por otra de sintesis activa y dis
minucidn del volumen celular producido por la ocurrercia de divisionas en
las capas celulares periféricas del explante; durante este periodo hay un
cambio celular regresivo ( morfo y metabdlico ) a un estado meristemati-—
co ( desqiferenciacién Do Durahte estas fases se han 109r‘adg observar al-—
gunos cambios citoldgicos entre los cuales destacan: disminucidon dsl vo-~
lumen celular; incremento en el nlmero de dictiosomas, microtubulos, es
ferosomas, polisomas vy ribosomas unidos a membrana; movimiento del -
nGcleo hacia el centro de la célula ( 144 ). Paralelamente se han detecta—
do también algunos cambios metabdlicos , siendo los més estudiados el au
mento en la respiracidn, en la sintesis de RNA y proteinas ( 145 ).

Una vez terminados y mantenidos constantes esos cambios, se —
produce el callo, cuyas caracteristicas macroscopicas varian dependien—
do del tejido y medio utilizados para su induccidn. Por razones préacticas
la consideracidn de 1o que es un buen callo se basa sdlamente en la mor—
fologia que presenta una vez que se ha inducido, asi como de la persisten
cia de su estado desdiferenciado. Las principales caracteristicas a con—
siderarse son:

a) menor cantidad de partes diferenciadas ( raiz, tallos, etc. )y su cons
tancia en este estado.
b) ausencia de pigmentacidn ( no la debida a clordcfila o pigmentos metab__é

licamente funcionales ). Generalmente algunos callos se tornan oscuros



debido a que tienen hiperactivacidn de los procesos oxidativos; indudable—
mente esta actividad interfiere cuando se trabaja con fracciones celulares
( ejem. 30,35,94,103 ).

c) suavidad. Representa ausencia considerable de ligninas y favorece su —
manejo; este factor es indispensable para establecer un cultivo en suspen
sibén ( 54 ) ya que los callos seran facilmente disgregables,asimismo, mien
tras mas suave sea el cultivo celular, se podran aislar sus protoplastos —
mas réapidamente.

d) 1os callos obtenidos deberan mantener constantes las caracteristicas -
descritas en los incisos anteriores después de varias transferencias (3 -
como minimo ) ya que los cultivos pueden degenerar o morirse ( se obser
va un ennegrecimiento del callo que es seguido por la oérdida de su consis
tencia, dando lugar a una masa amorfa tanto macro como microscopica —-

mente ).

Una vez que se ha obtenido el callo con las caracteristicas desea
das, éste puede ser mantenido en un estado de crecimiento activo ( por di
visidn ) transfiriendo fragmentos de &l a medio de cultivo nuevo de una ma
nera peribdica o haciendolo en medio liquido en el cual las células tendran
un crecimiento mas activo y uniforme. Actualmente los cultivos en medio
liquido son los gque se utilizan para la mayor parte de los trabajos, mien—
tras que los crecidos en medio sdlido ( callos ), sdlo para mantenimiento
de la linea celular y estudios de rediferenciacidn ( organogénesis a partir

de callo ); la razdn méas importante es la diferente homogeneidad morfo y

e



metabdlica que existe entre las células del cultivo, dicha heterogeneidad —
es mayor en el caso de callos.( 145 ).

Generalmente para poder trabajar adecuadamente con un cultivo -
de células vegetales, es necesario o recomendable esperar que el cultivo
tenga al menos un ano de haberse inducido, ya que es frecuente encontrar
que los chltivos pr‘esehtan mosaicos cromosbdmicos antes de este lapso iz
77,145 '), lo cual inevitablemente irfluird — aunque no dréasticamente— en -~
la evaluacidn de los resultados.

Una vez estabilizada la linea celular se puede determinar de una

manera corfiable la cinética de su crecimiento. Al igual qgue los cultivos —

Uue una secuencia

Q)

bacterianos, el crecimiento de los cultivos vegetales si
de fases caracteristicas ( denominadas fase lag o preparativa, de creci——
miento exponencial y una fase estacionaria ) cuya duracidn depende de la
cantidad d.e medio de cultivo, de indculo, de la velocidad de absorcidn de
los nutrientes y de las condiciones de cultivo empleadas ( temperatura, i-
luminacidn, humedad relativa, etc. ); la variacidn de alguno de los facto~
res mencionados ocasiona la reduccidn o alargamiento de cualquiera de las
fases. Actualmente es comiln encontrar reportes en que los cultivos son -~
realizados de una manera sincrdnica ( 106,146 ) o continuos en los que el
estado estable de los cultivos puede ser mantenido quimiocestatica o turbi-—
dostaticamente (49,53,136 ). Con estos (ltimos tipos de cultivo es de es—
perarse una mayor confiabilidad de los resultados. También se ha logrado

evitar o disminuir la cantidad de algunos componentes organicos usando —

11



cultivos celulares con actividad fotosintética (17) o infectandolos conla -

bacteria Agrobacterium tumefeciens ( 113 ).

l_os criterios mas comunes para medir el crecimiento del cultivo
son determinaciones de peso seco y fresco ( 4,9,22,24,49,76,145 ), incre
mento relativo de la masa celular ( 94 ), nGmero de células ( 9,49,76,129,
145 ) y en el caso de cultivos en suspensidn, ademas de los antes mencio—
nados, se ha determinado el volumen del paquete celular ( 9,49 ), volumen
celular ( 9 ); en algunos trabajos donde se ha tratado de hacer una determi
nacidn méas rapida y que indique la fase del ciclo celular, se ha logrado co
rrelacionar el pH del medio ( ligquido ) con la fase que presenta ¢l cultivo

( 2 )y Hahlbrock ( 33 ) lo logrd en base a la conductividad del medio.
Alislamiento de protoplastos

El término protoplasto es actualmente utilizado para designar a —
la parte de la célula vegetal gue se encuentra dentr‘é de la pared celular ,
es decir, el producto resultante -bajo ciertas condiciones— de la remocidn
de l1a pared celular de una célula vegetal . Hasta la fecha se han logrado -
aislar protoplastos de diferentes fuentes dependiendo del tipo de trabajo -
que se pretendia realizar con ellos; asi, se han aislado de pétalos ( 139 ),
de tallos (26,101 ), de raiz ( 10,11,43,44 ), fruto ( 12,32,103,135 ), de
hoja (¢ 1,7,15,28,44 ,68-70,81,82,86,88,90,96,97,99,105,110,133 ) y de
cultivos en suspensidn ( 104,125,126,139 ).

- Aunque los protoplastos al ser aislados pierden algunas caracte—
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risticas que posefan antes de ser desprovistos de su pared celular ( 25,
BT pr‘es.eni:an ciertas ventajas que los hacen adscuados para realizar con
ellos varios tipos de investigaciones. Los principales estudics. alos que -
se les ha destinado son los siguientes : hibridizacidn somatica ( 16,44 ,46,
95,139 ); absorcidn de virus ( 1,12,47,68-70,86,90,117,118 ) ,de bacte—~
rias ( 18 ) ,-de organelos ( 19 ); transformacidn genética ( 38,85 ); estudios
membranales vy de sintesis de pared celular ( 86,81,93,101,120 ) ; fisiolo-
gfa y bioquimica comparativa de los protoplastes aislados con los de la c_Ej
lula in situ ( 25,57,68,70,87,101 ).
Ya que en la literatura se encuentran amplias revisiones sobre la

metodologia utilizada para el aislamiento y cultivo de protoplastos ( ejem.

2,14 ), asi como de su utilizacidn en un campo determinado ( 119,147 ),
en este capitulo sélo mencionaré los métodaos més utilizados para la de——
mostracidn de la viabilidad de los protoplastos aislados, gque es sin duda,
el factor més importante de determinar cuando se pretende trabajar con
este tipo de sistemas, ya que al no hacerlo cualguier astudio que se reali
ce con eilos seria inGtil o invalido. Los criterios mas usados para esta de
terminacibn son los siguientes :
a) obsarvacidén de ciclosis intracelular con micrescdpio de contraste de ra

#

ses (82,988 )
b) variacidon del tamano celular al cambiar el medio osmbtico en que se en

cuentran suspendidos ( 45 )

c) exclusidn dal colorante Azul de Evans por membranas intactas ( 45 )

13



d) reduccidn de " colorantes vitales " como indicativo de transporte de e~
lectrones (2)

e) acumulacidn de fluoresceina dentro del protoplasto como indicativo de
actividad hidrolitica, ya que se introduce en cllos 2l diacetato de fluores—
ceina ( 56 )

) consumo de 02 o 602 dependiendo de las células empleadas ( 45,120 )
g) actividad membranal medida como su capacidad de intercambiar iones
del protoplasto con el medio externo ( 120 )

h) sintesis de proteinas o Acidos nucléicos ( S0 )

i) regeneracidn de pared celular y /o divisidn celular ( 12,84,81,82,91,

101,125,1256,135 )

Antecedentes a esta T esis

Al principio de este capitulo se menciond que los primeros culti-
vos vegetales con crecimiento indefinido fueron obtenides por White ( 134 ).
Para lograrlo utilizd raices de plantulas de jitomate crecidas en condicio
nes asépticas, que colocd en un medio liguido de composicidn no bien defi
nida. Hasta 1a fecha existen varios reportas es los gue se utilizan cultivos
de tejidos de jitomate ( haploides y diploides ) para diversas investigacio.
nes V( 4,33,74,104,109,110 ) y aungue el medio de cultivo utilizado es de
composicidn conocida, no hay uniformidad en cuanto a los reguerimientos

hormonzales, ni datos referentes a las cordiciones utilizadas para su induc
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cidn y propagacidn.

En cuanto a protoplastos debe seffalarse gue los primeros aisla—-—
mientos de ellos a partir de plantas superiores fueron realizados con fru-—
tos y raices de jitomate ( 10-13,31,32,86,93 ), que el primer aislamianto
de protoplastos por métodos completamente enzimaticos se realizd con ra
ices de esta‘ planta y que la primera irfeccidn de protoplastos con un virus
se logrd con los aislados del fruto de esta planta ( 12 ) ( Cocking utilizé -
TMV para este propdsito ). Recientemente han aparecido reportes de su —
aislamiento a partir de células del meséfilo y palisada ( 68~71,86,148 )
con el objetivo de utilizarlos para investigaciones de virologia. La prefe—
rencia de utilizar los protoplastos de esta planta es debida a que la planta
completa es muy suceptible a irfecciones de naturaleza viral, lo cual faci
lita este tipo de estudios.

Ei aislamiento de protoplastos a partir de hoja y fruto de esta -
planta ya se ha logrado en este laboratorio (2 ) y puesto que la metcdolo—
gia para lograrlo es muy tardada y laboriosa, ademéas de que las condicio
nes de cultivo de las plantas es inadecuada ( por posibilidades técnicas ),
se realizd el trabajo descrito en esta tesis con el objeto de tener una alter
nativa méas sercilla y facil. Las ventajas o desventajas que existen cuan—

do se utiliza un cultivo de tejidos como fuente de protoplastos seran discu

tidas en.los siguientes capitulos.
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II11. MATERIALES Y METODOS
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Reactivos

Todas las sales inorganicas usadas fueron de grado R.A.

Acido 2,4—dicloro fenoxiacético (2,4-D ) MERCK

Acido 1-naftalén acético ( ANA ) BHD Chemical LtD

Acido indol-8-acético ( AIA ) SIGMA

Acido indol-8—-butirico ( AIB ) SIGMA

6-Bencil adenina ( BA ) SIGMA

D ( =) Manitol MERCK

Celulasa " onozuca " R 10 KINKI YAKULT MFG Co. LtD
Macerozima ( pectinasa ) R 10 KINKI YAKULT M~G Co. LtD

Semillas de jitomate ( Lycopersicon

esculentum Var. HOMSTEAD ) PRONASE
Eqguipo

Bafo maria con agitacidn LAB-LINE INSTRUMENTS Inc.
Campana de flujo laminar HITACHI
Centrifuga clinica HNS DAMON/IEC DIVISION
Hemacitdmetro CLAY ADAMS
Incubadora J.M. ORTIZ
Microscdpio dpticp modelo BHB OLIMPUS
Equipo de filtracidon MILLIPORE XX20 047 20

17



Induccidn de los callos

Un lote de semillas ( 500 ) de jitomate fue lavado primero con
agua y después durante 30 seg con etanol al 70%, el alcohol decantado com
pletamente vy las semillas colocadas en 100 ml de hipoclorito de calcio al
10% (p/Vv) durante 10 min; transcurrido ese lapso se colocaron nuevamente
en etanol al 70% durante 30 seg y fueron lavadas con suficiente agua esté—
ril ( 2 litros ) hasta eliminar todo el hipoclorito.

Las semillas esterilizadas fuecon colocadas en matraces de 125
ml que contenian agar solidificado estéril al 1% ( 30 semillas en cada ma
traz )y éstos colocados en una incubadora a 25° durante 8 dias.

Transcurrido ese tiempo de incubacidn, las plantulas de jitomate
— gque habfan crecido de 4~6 cm de altura— fueron sacadas de los matra-—
ces y colocadas en una caja petri en donde fueron cortadas en pedazos de
1 cm de longitud; de 7 a 10 fragmentos fueron depositados en un frasco de
cultivo y é&ste colocado nuevamente en incubacidn a 25" . Todas las mani-
pulaciones se realizaron en condiciones asépticas.

El medio de cultivo utilizado ( sdlido ) fue basicamente el disena
do por Murashige & Skoog ( 76 ) al que sdlo se le variaron los contenidos

normonales ( Tabla I ). Para cada medio se inocularon 30 frascos.

Propagacidn de los callos

LLos mejores callos obtenidos de los medios descritos enla Ta—

18



TABLA I

Medios utilizados para la induccidn de callos de jitomate

MEDIO No. | AUXINAS (M)| CITOCININAS (M) | NOMENCLATURA
UTILIZADA

-5 -8

1 AIA 10 BA 10 IASB8
-5 -8

2 AIB 10 BA 10 IB538
-5 -8

3 ANA 10 BA 10 N528
-5

4 2,4-D 10 BA 10 DsB8
-5 -3

5 2,4-D 10 BA 10 D633

Todos los medios tenian los demis componentes orgdnicos y sales mi-
nerales del medio de Murashige & Skoog ( 76 )o Bl pH del medio de culti
vo se ajustd a 5.6 antes de agregar el azar.

bla I ( el criterio de seleccidn se basd en su aspecto, textura, grado de di
ferenciacidn y crecimiento relativo ) fueron transferidos a frascos de cul
tivo con medio nuavo cada 20 dias antes de determinar la cinética de su —
crecimiento. lLas condiciones de incubacidn utilizadas fueron las mismas

que se emplearon para su induccidn.
Determinacidn del crecimiento

Para esta determinacidn se utilizaron callos que tenian una edad

relativa de 18 dfas ( tiempo de haber sido transferidos ). Se paso el fras
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co con medio de cultivo antes y después de haber colocado el inbdculo; la —
S

diferencia de peso obtenida se considerd sar la del callo ( generalmente el
indculo inicial fue de 3 a 4 g en cada frasco ). Vada dos dias subsecuentes
al de inoculacidn se determind el peso del callo contenido en tres frascos
( por separado ) y un gramo de cada recipiente se utilizd para el experi—
mento No. 1 concerniente al aislamiento de protoplastos ( Tabla II ).

El crecimiento esta reportado como el niUmero de veces que se in
crementd el peso fresco con respecto al del indculo inicial ( 94 ) de acuer—
do con la siguiente relacidn :

No. de veces de [peso fresco el dia de la determinacidn ( final )

incremento del =
peso fresco peso fresco el dia de la inoculacidn ( inicial )

-1

LOs valores descritos en la seccidn de resultados corresponden

al promedio de las tres determinaciones.
Aislamiento de protoplastos

A continuacidn se describira el método general que se siguid pa-—
ra el aislamiento de los protoplastos a partir de callos de jitomate; las —
condiciones variadas para cada experimento estan descritas en la Tabla II
En el capitulo de resultados se encontrara reportado cada experimento co
mo 2l promedio de las determinaciones realizadas ( de 2 2n el experimento

No. 4 y de tres en los deméas ).

Los callos que se utilizaron fueron cultivados en el medio No. 5

2 la tabla I con las condiciones de incubacidn descritas anteriormente.
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Antes de su uso, el cultivo celular fue colocado en una caja petri y frag-
mentado cuidadosamente para evitar un mayor daho celular; los pequenios
agregados resultantes se mezclaron hasta que la muestra fuera visibiemen
te homogénea, de la cual se tomd un gramo para cada determinacidn ( 0.8
gramos en el experimento 3 ).

Cada porcidn de tejido se colocd en un matraz dbé 125 ml que con
tenfa la solucidn enzimatica ( disolucidn en buffer de fosfatos 0.1 M a pH
de 5.6 ), cuyo volumen., concentracidon de manitol , celulasa y pectinasa
estian descritos en la Tabla II para cad experimento en particular. E1 ma
traz se colocd en un bafio maria a 27" y fue agitadbo a 120 rpm durante un
tiempo que fue variable en el experimento 6 y de tres horas en los demas.

Transcurrido ese lapso la suspensidn se filtrd; primero a través
de una malla de nylon con un poro de 148}\ y después por otra con uno de
62}«\ , ambas sostenidas por un equipo de filtracidon MILLIPORE. El filtra
do se centrifugd entre 700 y 800 rpm durante 10 minutos; el sobrenadan_
te se descartd y el sedimento se resuspendid con una solucidn que tenia —
la misma concentracidn de manitol que la solucidn enzimatica ( solucidon
de resuspensién ). La suspensidn r‘esultén’te fue nuevamente centrifugada
a 500 rpm 10 minutos y el sedimento resuspendido ( este paso se repitid
una vez mas ). La suspensidn obtenida fue entonces centrifugada aproxi-
madamente a 400 rom 10 minutos, obteniendose un sedimento constitu —
ido casi exclusivamente de protoplastos, que se resuspendid con 13 2
mililitros de la solucidn de resuspension.
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Determinacion del nGmero de protoplastos

L.os protoplastos por contar se mezclaros primero con una solu-—
cidn de Azul de tripano al 0.5 % ( p/v ) a una relacion de una gota del co-
lorante por cada mililitro de suspensién de protoplastos. Se dejd pene——
trar el colcﬂrarrte durante 5 minutos y una alicuota de esta mezcla fue co—
locada en el hemacitdmetro antes de poner el cubreobjetos. L.a cuenta se
realizd en 10 areas de 1 mmg, considerandose sdlo aquellos protoplas-—
tos gue tenian forma esférica y que no estaban tefiidos de azul ( 2 ). El
niimero de protoplastos por gramo de tejido fresco se calculd con la rela

. 2 . -
cion siguiente:

No. de protoplas (protoplastos contados)1000Xvol. (ltima suspensidn)
tos viables por = ot -
gramo de callo peso del callo utilizado en gramos
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PARAMETROS EVALUADOS PARA EL AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS A PARTIR

TABLA II

DE CALLOS DE JITOMATE ( LYCOPERSICON ESCULENTUM Var. HOMSTEAD ).

Experimento| Edad de’1 cul Solucidn enziméatica’ Tiempo ?e
No. tivo ( dias ) ; incubacion
Concentracidon | Concentracion de | Corncentracibn de Volumen ( hrs )
de manitol (M) celulasa ( % ) pectinasa ( % ) (ml)
. a
1 Variable 0.6 2.5 Q.5 25 3
. & : :
) 10 Variable 240 0.5 25 3
, e
3 10 0.6 Variable 0.5 20 3
4 10 0.6 3.0 variable ¢ 25 3
: e .
5 10 0.6 3.0 0.5 Variable 3
{2
8 10 0.6 3.0 Oy 25 Variable

% la solucidn enzimética tenifa un pH de 5.6 regulado por un buffer de fosfatos 0.1 M; (&) tejidos con dos dias
de edad de diferencia (durante 16 dias); (b) 0.3,0.4,0.5,0.6,0.7y 0.8 M ; (c) 1.5,2.0,2 c)
(/) 5 (d) 0.25,0.5,0.75,1.0,1.25y 1.5 % (p/v) ; (e) 10,15,20,26 y 80 ml ; (f) 1.5,2.0,2.5,8.0,8.

hrs
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TABLA III B

Efecto de la combinacidén honf*monal en el medio de cultivo
sobre la induccidn de callos de jitomate ( Lycopersicon
esculentum Var, HOMSTEAD ).

a ) C
HORMONAS PRESENCIA DE PAI_Q_ ASPECTO CRECAII\/\IENTO
TES DIFERENCIADAS : RELATIVO
d
IA5B8 AEREE regular - ap
IB5B8 =+ regular +
N5B8 = bueno ==t
D5B8 —_— mal o | ——
D6eBs : —— i bueno +

(a) ver la Tabla I; (b) rafz o tallos; (c) dado por la ausencia de pigmenta
cidn y dureza; (d) +++ abundancia, ++ poco, + minimo, ——— ausencia.

e

Fig. 1. Callo de jitomate crecido en el medio de Murashige & Skoog ( 76 )
con Acido 2,4—dicloro fenoxiacético y bencil adenina como hormonas ( me
dio 6 de la tabla I ). (a) callo en el medio de cultivo, (b) aspecto del callo.
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Original mente fueron ensayadas dos condiciones para la esteri-
lizacion de las semillas; una de ellas consistia en la utilizacidn de hipoclo
rito de calcio al 0.8% (p/Vv) durante 20 minutos ( 2,42 )y la segunda usan—
dolo al 10% 10 min. Con ambos métodos se logra la esterilizacion de las
semillas pero utilizando el segundo, las plantulas alcanzan el tamanoc ade
cuado ( 4-6'cm ) cuatro dias antes. En cuanto a las condiciones de germi
nacién ,debe sefalarse que al realizarlas en la oscuridad, algunos proce
sos metabdlicos normales no se efectuan (107 ) teniendo de esta manera,
un material celular menos complicado ( diferenciado fisiologicamente )y
por tanto mas adecuado para la induccidn del callo.

Aungue existen una gran variedad de medios de cultivo ( ejem. 4,
76,122 ), el que fue utilizado para este trabajo ( 76 ) es muy empleado y
recomendado para iniciar un cultivo de celulas vegetales ( 27 ), ademas
ya habfa dado resultados positivos para la induccidn de callos a partir de
hojas de jitomate ( 42 ), por lo cual a aste medio Gnicamente se le varia-
ron los contenidos hormonales con la finalidad de tener un mejor callo y
apreciar el efecto que causan a estas concentraciones sobre el tejido uti-
lizado. El tipo de hormonas empleadas asi como las concentraciones usa
das se encuentran en la tabtal.

Los resultados obtenidos con cada medio se encuentran resumidos
en la Tabla III v puede observarse claramente que sdlo con dos combina~
ciones de hormonas se indujeron callos con las caracteristicas deseadas

( criterio descrito en la pagina 9). A pesar de que el crecimieanto relati—
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VO en ambos medios se indica como igual, su observacidn fue realizada a

diferentes tiempos, es decir, en el medio N338 se 0obtuvo ese crecimien—
to a los 15 dias mientras que en el D6B8 a los 30. Después de tres trans—
ferencias los callos crecidos en el medio con &cido 1-naftalén acético ( —

N5B8 ) perdieron las caracteristicas consideradas como las de un buen ca
llo e incluscg muchos de ellos murieron ( oxidacidn y pérdida de su morfo—
logia ), por lo cual la propagacidon de los mismos se realizd en el otro me
dio ( D638 ). Este fendmeno indudablemente depende de la gran estabili—
lidad del acido 2 ,4—dicloro fenoxiacético ( dificultad para metabolizarse )

que ocasiona un mayor tiempo de accidn.

A diferencia de los cereales, no fue posible inducir callos a par
tir de semillas ya que éstas germinaban con una normalidad aparente y
después ocurria la elongacidn de los hipocotilos.

El hecho de que el medio D688 sea el adecuado para la induccion
del callo no significa que sea el Gnico bueno para el mantenimiento de la
linea celular, ya que actualmente se cultivan los callaos originados en es—
te medio y en el N5B8 con caracteristicas de crecimisnto similares ( ver

adelante ), asimismo,se tienen cultivos en suspensidn en ambos medios.
Determinacidon del crecimiento

Los resultados concernientes a la duracidn del ciclo de crecimie
to de los callos de jitomate en las condiciones descritas en al capitulo an

terior pueden observarse en la figura 2. Evidentemente si solo se nubie-

20



o ,

0

8 61 i

=

0 i

2 i

v

B |

o

\‘ ™~

o D

= % |3

X =
@ a 4 =

s 3 |7

a a9 0 8

< $ 13

0 o o

5o 3 | o

0 Sin

o)

C

e

\D i

Z

1 ,
2

- grr— —r ;g
6 8 10 < 12 14 18
dias de cultivo
iz, 2. Influencia de la edad del cultivo sobre el niimero de protoplas=—
os aislados. La mezcla de incubacién contenia 2.5% de celulasa, 0.5 %
ectinasa y 0.5 M de manitol, Cada punto representa el promedio de 3

2 1
determinaciones,

AN

o fu o i

ra determinado el incremento.r‘elativo del peso fresco, no seria detecta-—
ble la fase estacionaria sino hasta unos dias después, que es de hecho,

el principal problema de medir el crecimiento por determinaciones de pe
so fresco. La razdn de esta dificultad es que al terminar la fase de cre-
cimiento exponencial ( debida a divisidn celular ), las células siguen ad-

quiriendo peso al incrementar su volumen. Una situacidn similar se pre
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senta al determinar peso seco; en este caso el incremento de peso pued

()

ser debido a la acumulacién de material celulolitico iy azlcares ( princi-
palmente almiddn ) en la célula y por tanto la fase estacionaria se detec—
tara ligeremente méas tarde ( cuando se agoten los nutrientes en el medio
de cultivo ). Por estas razones fue necesario detectar 2l numero de célu—
las presentes en el cultivo, misma que se realizd al aislar sus protoplast.
tos. Claramente se puede apreciar que el mayor nGmero de protoplastos
se puede aislar cuando el cultivo tiene 12 dias de haber sido inoculado y
que la duracibén del ciclo puede ser considerado de 16 dias ( al permitir
sblo 4 dias en Fase estacionaria ) cuando se utilizan las condiciones des—
critas en 2l capitulo anterior. También puede observarse gue la duracidn
de la fase lag (preparativa) es bastante larga, lo cual se puede interpre-—~
tar como debida a que los cultivos empleados para esta determinacidn eran
va muy viejos y por lo tanto la induccidn de su division es mas dificil ( en
este estado las células empiezan a diferenciarse ). Para evitar este pro-
blema, en base a observaciones al microscdpio ( descritas en el siguiente
parrafo ) ée pudo localizar cuando los cultivos entran en fase estacionaria,
de tal manera que eﬁos fueron transferidos desdg ese momehto céda 14
dias, notandose ademas que el .nOmer‘o maximo de protoplastos se puede
obtener cuando el cultivo tiene 10 dias de edad ( datos no reportados en
esta Tesis ), que es cuando el cultivo esta en fase de crecimiento exponen
cial.

Microscdpicamente se pudo distinguir que cuando las células es-
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tan en fase estacionaria, su forma es alargada o voluminosa ( fig. 3a )
llegando a medir hasta 250 ; durante la fase de divisidn activa ( de cre-
cimiento exponencial ), las células se tornan mas pequefas y casi esféri
cas ( fig. 8b y c ). La lltima fase del ciclo celular es facilmente detecta
ble por la ocurrencia de divisiones celulares en un sentido determinado

( fig. 3d )SJ oosterior alargamiento de las células ( fig. 3e ). También se
ha detectado durante la fase estacionaria la presencia de unos granulos
gue se tifen con yodo ( fig. 3h ) , los cuales probablemente sean de almi
don. En el caso de los callos utilizados para esta Tesis, cuando se deja
mucho tiempo el cultivo en el mismo medio ( més de 16 dias ), se obser
va la acumulacidn de un pigmento negruzco de composicidén aln no deter—
minada sobre la superficie de algunas células ( fig. 3F ).

El hecho de que al entrar un cultivo en fase estacionaria presen
te las caracteristicas descritas ( 0 alguna otra ), ha sido motivo para es
tudiar algunos fendmenos de diferenciacién celular (47,134 ). La acumu
iacién de almidon aunque ha sido reportada ( 54,145 ), tan solo en una o—

asidn ha sido relacionada con la posterior formacidn de raices ( 121 3o
Aislamiento de protoplastos

Ademés de los motivos descritos en la pagina 15, la ventaja de
utilizar un cultivo de tejidos como fuente de protoplastos, es debidaa -
que el tratamiento del tejido previo a su contacto con las enzimas es mi~

nimo. Lo Gnico que se realizd fue la fragmentacidn de los callos, puesto



o
3

SRR T

3. Morfologia celular durante la entes Passs del ciclo de cre
imiento de los cal’os de jitomate. (a},(£) y (k) células en Fase esta—
cionaria; (b) y (¢) células en fase exponencial; {d) y (e) p-incipio de
1a fase estacionaria; () nvo*nnias+os aislados de cultivos en fase es—
tacionarias (“2 r51ulas tenidas con ycedos (i; protoplasto aislado de ¢8
iulas con F*én:los de almiddén. A = célula alargeda, 5 = csdluls viﬁanﬁé;

= nficleo, PC = pared celular, Pi = pnigmento, P = protoplasto, Al = a
middn, Ia linea horizontal en cada fotozrafia representa 5?}4
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gue aln en estos cultivos las células se encuentran comunicadas entre s
via plasmodesmata ( 114 ) formando agregados o colemtas ( fig. 1b ). La
homogeneizacidn de los fragmentos fue realizada Gnicamente con el obje-
to de que la muestra empleada representara realmente al cultivo comple
to. Sin embargo, cuando real mente se quiera tener una poblacidon celular
que sea homogénea metabdlicamente, no debera hacerse asi, ya que los
patrones de crecimiento entre las células del callo varian mucho { 145 ).

Aunque los mejores métodos para detectar la ausencia de pared
celular en los protoplastos son su observacién con microscodpio electro~
nico, la tincidn con blanco de calcofluor ( 81 ) y la ausencia de peroxida—
sas del grupo I anidnicas ( 64 ), en el presente trabajo sOlo se realizd por
la observacidn de su forma completamente esférica que tienen una vez que
han sido aislados ( fig. 4a ), asi como por iluminacidn de ellos desde dis
tinos angulos ( fig. 4b ). Otro método también probado fue la induccidn de
su fusidn al tratarlos con polietilén glicol ( 84 ) que definitivamente solo
es posibl.e si el protoplasto carece de pared celular ( fig. 4c ).

Ai igual gue con -1os protoplastos de fruto de jitomate ( 10,12 ),
Durante el pfoceso de aislamiento de los protoplastos se pueden separar

las vacuolas de ellos teniendo asi, una fraccidon celular casi completamen

te pura para otro tipo de estudios ( fig. 4f ).

Pariametros evaluados para el aislamiento de los protoplastos ( ver en la
Tabla II las condiciones empleadas para cada experimento )

Durante el ciclo de crecimiento de cualquier cultivo de tejidos
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vegetales, el nimero de células y su cantidad de pared celular cambia con
siderablemente dependiendo de la fase de crecimianto en gque se encuentren
( eiem. 9,49,129 ). L.a estabilidad de los protoplastos aisladcs tambié&n va
ria de acuerdo a la fase de crecimiento en gue se encontrapan las células
de las que fueron aislados. Estos factores hacen necesario que se determi
ne el momento del ciclo celular en que es posible obterner el mayor nGmero
de protoplastos viables. En la figura 2 se observa claramente gque ese mé.x_i.
Mo se obtiene a los 12 dias de edad relativa de los cultivos ( 10 en los cul
tivos subsecuentaes ). Si se comparan los protoplastos aislados de un cul—
tivo en fase estacionaria ( fig. 3g ) con los aislados de uno en fase de cre
cimiento exponercial ( fig. 4d y e ), se puede notar que enlos '\mr;v‘-r‘og el
tamafo no es uniforme, lo cual ocasiona dificultades en su manejo y perse
verancia de su viabilidad ( es mas dificil la puri ificacidn de ellos ).

! os resultados concernientes al efecto aq';'e causan las diferentes
concentracionas del estabilizador osmdtico ( manitol ), las erzimas ( ce—
lulasa y pectinasa ), el volumen de la solucidn enziméatica y el tiempo de
i'*rr '**miéh sobre el rendimiento en el a 1. miernto de los protoolastos, se
ehcuer:trar;» rfepr*esentados graficamente en L.s figuras 57,6,7,8 Yy 3 y se -
puede notar‘v io siguiénte 5
2) aunque cada p_unto representa el promedio de tres determinaciones y
existe consistencia en cuanto al maximo obtenido para cada experimento

( dates no reportados ), si se comparan las figuras 7 vy 9 con las demas,

s= observa gue el rendimiento maximo 2n los dos experimentos es menor
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NGmero de protoplastos x 10 / g de tejido

g T
0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 1.5

% de pectinasa ( p/Vv)

Fige Te Influencia de la concentracidn de pectinasa sobre el aislamien-—
to de protoplastos. Los callos utilizados tenian una edad relativa de 10
dfas. Ia mezcla de incubacidn contenfa 3 % de celulasa y 0.6 ¥ de mani-
tol, La maceracidn se realizd durantie 3 hrs =z 27° azitando a 120 rrme =
Cada punto representa el promedio de dos determinacioness
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aislados. la solucidn enzimdtica ( 25 ml ) contenia 3 % de celulasa, 0.5

% de pectinasa y 0.6 M de manitol. Cada punto es el promedio de ires de

& s :
H o d =g
terminacl one -

en cerca del 40 % ( el nGmero de células en un gramo de tejido fresco es

< 6 . T e
de aproximadamente 10 células ) . Esto puede ser debido a la variacidon
que existe entre cultivo y cultivo ( 145 ) puesto que como se menciond an—
tes, basta un pequena variacidn de las cordiciones de cultivo para que se
altere alguna de las fases de crecimiento, ocasionando un retardo en el -
ciclo de su crecimiento.
b) tanto en la figura 7 como en la 9, las curvas presentan depresiones que
no deberian tener si se siguiera una cinética normal . La posible explica—
cidn debe basarse en la variacidn que existe ertre los patrones de creci-
mianto de las células de un mismo cultivo, lo cual conduciria a gue la can
tidad de pectinas y celulosa ( sustratos ) fuera diferente entre ellos; de es

Q’S:

(O

(U

ta manera al tomar una parte del cultivo ( aungu mezclado ), existi



s
S

posibilidad de que la muestra usada no sea del todo homogénea. Al

[=8

o

observar la figura 8g, se hace evidente la diferencia de tamanos de los
orotoolastos aislados de un cultivo en fase estacionaria ( ver fig. 3a ), la
cual es debida a la variacidn del tamaiio de las células de que fueron ais~—

lados; asi, mientras méas grande sea una célula, mayor cantidad de sustra

to terndra ( aln en cultivos de 10 dias se presenta la variacidn de tamario ).

En los experimentos correspondientes a las figuras 6y 9, las de
terminaciones se efectuaron hasta esos puntos ( 4 % de celulasa y 4 hrs
de incubacidn respectivamente ) ya que es sabido que las enzimas comer=—
cizles contienen impurezas gue pueden se dafinas a los protoplastos si

stos se exponen a ellas por mucho tiempo o si su concentracidn es muy

(0

alta ( 14 ) e ircluso ya Motoyoshi & Oshima realizan el aislamiento de los
protoplastos a temperaturas relativamente altas para tenerlos en contacto

con las enzimas menos tiempo { 68-70 ).
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V. CONCLUSION
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Los callos de jitomate pueden inducirse a partir de rragmentos

de plantula en el medio de Murashige & Skoog ( 75 ) utilizando como auxi
2L e . prrad : o =5

na al acido 2,4-dicloro fenoxiacético a una concentracion de 10 M y co
mo citocinina a la 8-bencil adenina en una concentracion de 10 PALE L &
propagacidn de los callos obtenidos debera realizarse preferentemente con
transferencias del cultivo cada 14 dias para obterer un maximo nimero de
protoplastos suceptibles para aislarse alos 10 dias. Puesto que es posi—
ble propagar los callos en el medio N5B88 ( ver Tablal ) con caracteristi
cas de crecimiento similares a los crecidos en el D688, se puede arfirmar
que la induccidn de los mismos requiere al mencs en este caso, un mayor

tiempo de accidn hormonal .

Cormo condiciones éptimas para aislar protoplastos a partir de c_é
lulas de jitomate cultivadas in vitro, deberan utilizarse callos con una e~
dad relativa de 10 dias; una concentracidn de manitol de 0.6 M , de celu
lasa de 3 % ( p/v ) de pectinasa de 0.5 % ( p/Vv); utilizar un volumen de
solucidn enziméatica de 25ml y agitando la suspensidn a 120rpm durante
3=-3.5 hrg.

En comparacidén con el método de aislamiento a partir de hoja,
éste resulta mas sencillo y da un buen rendimianto de protoplastos. Enla
figura 3a puede observarse que la poblacidn celular es bastante heter*og_‘_é_a
nea morfoldgicamente lo cual sera uno de los problemas cuando se pre-—

tenda utilizar sus protoplastos para estudios de replicacidon viral.
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PERSPECTIVAS

Existe una solucidon alternativa para evitar las desventajas que
presentan los cultivos en medio sdlido ( callos ) como fuente de protoplas
tos y que a la vez tiene otras en comparacion con el uso de un tejido u 6r—
gano como fuente de protoplastos; consiste en el uso de cultivos en suspen
sidn ( actualmente se tienen en medio D688 y N5B88 ).

A continuacidn se exponen las caracteristicas que hacen favora-
ble el cultivo en suspensidn como fuente de protoplastos suceptibles a in-
feccidn viral en comparacidn con los obtenidos a partir de un tejido u 6r=—

ano de la planta:

(6]

1) disponibilidad del tejido. Es evidente que cuando se utilizan cultivos en
suspensidn como fuente de protoplastos, en cualquier momento se puede
disponer del material adecuado ( debe recordarse que es posible mantener
un cultivo en crecimiento contimuo ); el cultivo de plantas es mas dificil

( relativamente ) debido a gue hay muchos factores ambientales que contro
lar , ademas presenta el inconveniente de que sdlo una parte de ellas es
utilizada para el aislamiento de los protoplastos ( 50,130 ).

2) homogeneidad del ’cej.ido. Tanto la morfologia como el estado metabdli-
co de las células en suspensidn se puede seleccionar ( 4,9,24,35,57,102,
129,140 ) e incluso ser controladas o estabilizadas ( 49 ). El poder seleccio
cionar el estado de diferenciacién celular ( metabdlico ) deseado podria a
demas contribuir al conocimiento de los requisitos funcionales de la célg
1a huesped que son adecuados para la irfeccidn viral. Por lo que se refie
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re a las plantas completas, aunque hay homogeneidad génica ( grado de
ploidia ) de los tejidos ( 5 ), la separacidn de una clase celular especifica
suele ser dificil v el estado metapdlico de ella siempre sera dependiente
de su funcidn y posicion en la planta ( este factor es inevitable e incontro
lable ); ademéas siempre existird influencia del medio ambiente sobre su
metabol ismo . impidiendo que se mantenga siempre un estado estable. La
manifestacidn mas de esta dificultad es el hecho de que sdlo se recomien-—
dan determinadas hojas de la planta como fuente de protoplastos (50,130 )
3) reproducibilidad. Siempre sera mayor cuando el tejido utilizado como
fuente de protoplastos tenga condiciones de crecimiento més controladas,
mayor estabilidad metabdlica y siempre la misma homogeneidad delular

( ver el punto anterior par comparacidn )

4) viabilidad de los protoplastos. Cuando éstos se aislan de una parte de
la planta, frecuentemente se utiliza el tejido intacto o fragmentado ( hojas
sin cuticula, fragmentos de hoja, etc. ), lo cual ocasiona que las células‘
del tejido liberen sus protoplastos con una diferencia de tiempo considera
ble entre las capas celulares externas y las internas. Esto significa que
los primeros protoplastos liberados estaran en contacto con las enzimas
utilizadas para este propdsito, un tiempo mayor que los liberados después
vy puesto que las enzimas comerciales tienen contaminantes ( nucleasas,
proi:easas, etc. ) al tener los protoplastos listos para la infeccidén, el gra
do de dafio entre ellos ( alin no manifestado ) sera diferente. Sin embargo

cuando se trabaja con células en suspensidn, es posible obtener pequeros
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agregados o célutlas libres, de tal manrera que al contacto conlas enzimas
la liberacidn de los protoplastos sera casi simulitanea.

Upa de las diferencias citologicas gue mas destacan entre las cé&
lulas cultivadas y las de la planta, es la presencia de una enorme vacuola
en las células de la planta y muy pequena en el otro caso.Es bien conoci~-
do que la funcidn de las vacuolas en la planta es de almacenamiento de io
nes, azlcares, proteinas, metabolitos,pigmentos, etc. y sitio de depdsito
de productos secundarios del metabolismo, siendo estos Gltimos muchas
veces tdxicos ( 34 ). Cuando se aislan protoplastos de tejidos u brganos,
frecuentemente se destruyen células y como consecuencia los contenidos
vacuolares liberados tienen accidn sobre los protoplastos aislados ( el oxa
lato de calcio es uno de los mas toxicos ). La ventaja de trabajar con célg
las en suspensidn es muy clara, ya que si bien la vacuola es pequena, las
células no estan diferenciadas v los productos que pueden acumular son
minimos ( no hay otra funcidn metabdlica que la necesaria para mantener
su crecimiento ).

5) habilidad para el reestablecimiento de las funciones metabdlicas dei
protoplasto in situ . Cuando se cultivan protoplastos aislados de células
en suspensidn que han sido .mantenidas por mucho tiempo en este tipo de
cultivos, éstos pueden regenerar su pared celular y dividir facilmente en
el medio de cultivo en que estaban suspenrdidas las células, aln en ausen=-
cia de hormonas ( 126 ); esta habilidad es debida a que muchas veces las

células se habitlan al medio de cultivo ( 113 ), por lo cual ya no es proble
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ma encontrar el medio de cultivo adecuado para 10s protoolastos aislados.
Cuando los protoplastos son obtenidos de un tejido u drgano, su cultivo pre
senta dificultades ya que se necesita un medio de cultivo que ademas de fa
vorecer la regeneracion de la pared celular, sea adecuado para inducir la
formacidn del callo, el cual muchas veces es dificil de encontrar ( 47 ,

130 ).

B)infectividad. Hasta la fecha la mayor parte del trabajo con virus se ha
realizado con protoplastos aislados de hoja y se ha logrado una infectivi-
dad de 90 % (87 ). Por otrolado Takebe ( 119 ) en su revisidn sefala co
mo comunicacidn personal la infeccidn de protopl astos aislados a partir

de cultivos en suspensidn, desafortunadamente los reportes no han sido
publicados. Hay un trabajo de murakishi ( 74 ) en el que reporta la infec—
cidn de células de tabaco en suspensidn con TMV logrando una irfectivi——
dad ( con formacidn de cristales de la particula ) en un 73 % de las células.
Este dltimo dato indica positivamente que este tipo de células son también

infectables en un alto porcentaje aln teniendo la pared celular. Es de espe

rarse mayor infectividad con sus protoplastos.
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