Protoplastos:aislamiento, cultivo..;:

Cuadro 10.5. Medio de Kao para el cultivo de protoplastos.2

Componente - - ‘¥ Cantidad || Componente Cantidad’ '
(mg) "~ (mg)’

Sales minerales .
NH,NO, 600 {|KI' 0.75
KNO, 1,900 | H;BO, 3.00
CaCl;,2H,0 - .. 600 |IMnSQO,H,0 10,00
MgS0,.7H;0 300 ||ZnSO,.7H,0 2.00
KH,PO, 170 ||Na;,MoO,. ZH,O 0.25
KCl 300 || CuSO,.5H,0 * 0.025
Secuestrene 330-Fe 28 CoCl,.6H,0 0.025
Azicares
Glucosa 68,400 || Manosa 125
Sacarosa 125 || Ramnosa 125
Fructosa 125  |{Celobiosa 125
Ribosa 125 |{Sorbitol 125
Xilosa 125 || Manitol 125
Acidog orginicosb b o
Piruyato de sodio 5 |l Acido maélico 10
Acido cftrico 10 |l Acido fumérico 10
Vitaminas . " :
Inositol 100 || Acido félico 0.2
Tiamina-HCl 10 . || Riboflavina . 10:1
Acido ascérbico -1 . | Acido p-aminobenzoico 0.01
Nicotinamida 1 || vitamina B,, 0.01
Piridoxina-HCl o1 [IVitamina A ..0.005
Pantotenato _de calcio 0.5 || Vitamina D; 0.005
Cloruro de colina 0.5 || Biotina 0.005
Hormonas '
24-D 0.2 Zeatina (ZEA) 05 .
Acido naftalenacético (ANA) 1 e ‘
Misceléneos /
Acido casamino, libre :

de vitaminas 125
Agua de coco® 104
Agua destilada 10004

Se ajusta su pH a 5.7 con NaOH .y se esteriliza con filtro.

Ajustados a un pH de 5.5 con NH,OH

Agua: de co¢o ‘obtenida de frutos maduros, ¢alentada a 60:°C durante 30 min, y ﬁltmda
Cantidades en. mililitros.

e o

Los medios de cultivo pueden ser liguidos .o sélidos. A menudo se ha
encontrado que la eficiencia del cultivo se reduce en un medio solidificado
con agar, en comparacion con un medioliquido o solidificado ¢con agarosa
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(Binding, 1974; Lorz et al., 1983); sin embargo, algunos tipos de protoplas-
tos presentan una mayor tasa de divisién cuando se cultivan en un medio
sélido (Takeuchi et al., 1982).

Procedimientos para el cultivo de protoplastos

Para el cultivo de los protoplastos, al igual que para su aislamiento,
todas las operaciones se deben hacer asépticamente, sea que se trabaje con
medios liguidos o con medios sélidos. o

Cultivo en medios liquidos. Proceda asi:

1) Suspenda en el medio de cultivo liquido los protoplastos aislados,
hasta una densidad de 10¢ a 10° protoplastos/ ml. La densidad 6ptima
de la poblacién debe determinarse experimentalmente para cada tipo
de protoplastos. .

2) Con una pipeta Pasteur vierta, en cajas Petride 60 x 15 mm, 1 ml de
suspensién en forma de gotas (5 gotas de 0.2 ml por caja). Los
protoplastos también se pueden cultivar en una capa delgada de medio
de cultivo (2 ml de suspensién por caja Petri de 60 x 15 mm).

3) Selle las cajas con Parafilm e incube en la oscuridad o en luz difusa, a
25-26 °C, en recipientes pldsticos que contengan papel filtro humedo.

4) Despuésde 1 a2semanas de cultivo, afiada cada 7 dfas medio fresco a
los cultivos, hasta cuando las colonias en desarrollo sean trasferidas a
un medio diferente.

Para el cultivo de protoplastos de soya, tabaco, yuca, Stylosanthes, y
otras especies se han utilizado varios medios de cultivo.

Cuando se haya logrado una divisién celular sostenida en los cultivos de
protoplastos, las colonias desarrolladas se pueden trasferir a un medio que
favorezca la regeneracién de plantas. '

Cultivos en medios sélidos. El medio s6lido se usa para el cultivo de
protoplastos aislados cuando se desea obtener de ellos clones celulares
individuales (Nagata et al., 1971). El medio sélido contiene los mismos
ingredientes que el medio liquido, pero esta complementado con 0.6% de
agar 6 0.4% de agarosa; la agarosa se considera superior para solidificar el
medio de cultivo de los protoplastos

Para el cultivo de protoplastos en un medio s6lido se procede asi:

256




Protoplastos: aislamiento, cultivo...

1) Suspenda en un medio liquido los protoplastos purificados; mezcle
esta suspension con un volumen igual de un mediode agar derretido.
Este medio debe contener 1.2% de agar o 0.8% de agarosa y conser-
varse a 40 °C hasta su utilizacion.

2) Viertalamezclaen cajas Petri (60 x 15 mm 6 100 x 15 mm), formando
una capa delgada que contenga de 3 a 10 ml del medio.

3) Selle las cajas Petn con Parafilm e incube segin el procedlmlento
descrito anteriormente.

Desarrollo del cultivo de protoplastos

Los protoplastos aislados de suspensiones celulares regeneran més
rapidamente las paredes celulares, y se dividen antes que aquellos cloro-
plastos aislados de tejidos diferenciados como el mesdfilo; ello se debe a
que, en estos tejidos, los protoplastos tienen que pasar primero por un
proceso de ‘desdiferenciacién’, mientras que en las suspensiones celulares
los protoplastos est4n ‘desdiferenciados’ y tienen un metabolismo activo
que conduce a divisiones precoces.

Regeneracion de la pared celular. Cuando los protoplastos recién aisla-
dos se cultivan en un medio adecuado, regeneran rapidamente la pared
celular. Klein et al. (1981) observaron que algunos minutos después de
trasferir protoplastos ‘de soya al medio de cultivo, aparecian sobre la
superficie de éstos algunas fibrillas de celulosa y de otros polimeros; esto
significa que los protoplastos empiezan a sintetizar la pared celular inme-
diatamente después de la digestién enzimatica.

- Lapared celular primaria se forma a partir de las microfibrillas, después
de 8 a 24 horas de cultivo; esto se puede observar en un microscopio de luz
ultravioleta mediante coloracién con ‘Calcoflour White’ (Galbraith et al.,
1982; Nagataetal., 1971),0conun mxcroscopxo electrénico (Burgess et al,,
1974, Klein et al., 1981). La pared celular primaria estd compuesta ‘de
microfibrillas de celulosa dispuestas en forma poco compacta, que poste-
riormente se orgamzan para formar una pared celular tipica (Fowkeet al.,
1974).- :

El depdsito de la pared celular estd controlado probablemente por el
sistema de microtibulos. En los protoplastos aislados, tales microtibulos
no se pueden observar en grupos ordenados, pero éstos se establecen al
sintetizarse la nueva pared celular (Lloyd et al., 1980). Los inhibidores de
lasintesis de la pared celular (p.€j., el 2,6-diclorobenzonitrilo, la cumarina)
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no inhiben la condensacién cromos6mica, pero su presencia impide la
sintesis de nuevapared y, por lo tanto, la divisién normal; asi se producen
protoplastos binucleados o poliploides (Galbraith et al., 1982).

Divisién celular. Ademas de sintetizar la’pared celular, los protoplastos
adecuadamente cultivados aumentan de tamafio, forman filamentos cito-
plasmaticos, y presentan mayor actividad metabélica, La sintesisde ADN
se inicia paralelamente a la sintesis de la pared celular pero no depende de
ésta (Galbraith et al., 1982). , ;

Las primeras divisiones se inician después de 1 a 7 dias de cultivo, segin
eltipo de protoplastos (Figura 10.1, C). Sidespués de 1a primera mitosis las
divisiones siguen ocurriendo en forma sostenida, en'1 a 3 semanas se
forman pequefias colonias (Figura 10.1, D),

Las divisiones mit6ticas de los protoplastos cultivados estdn controla-
das por los reguladores del crecimiento; las auxinas y las citocininas
controlan los cambios en la expresiéon del gen, la sintesis de acidos nuclei-
cosyde proteinas la elongacién celular, y la divisién misma (Cooke et al,,
1981; Hasezawa et al 1983; Meyer et al., 1981).

Evaluacion de la eficiencia del cultivo

Existen varias formas de estimar la eficiencia del cultivo basadas prin-
cipalmente en ¢4lculos de la viabilidad de los protoplastos aislados y de su
supervivencia, de 1a regeneracién de células, de la frecuencia de la divisién
celular, y de las colonias obtemdas en relac1én con los protoplastos
sembrados.

Para evaluar la viabilidad de los protoplastos aislados, se utilizan gene-
ralmente sustancias como los reactivos de fluorescencia, por ejemplo el
diacetato de fluorescefna (FDA) y el isocianato de fluoresceina. El meca-
nismo de coloraci6n se basa en la segmentacién de la molécula de FDA por
lasesterasas end6genas, con la liberacién posterior de fluorescema lacual
presenta fluorescencia con la luz ultravioleta.

Un indicador confiable de las células muertas o no viables es la fenosa-
franina (Widholm, 1972; Bornman et al., 1982). Para calcular la viabilidad
relativa y la supervivencia de los protoplastos de las plantas se han utili-
zado otras técnicas tales como la corriente c1toplasmét1ca y la plasmélisis.
La tasa de supervwencla (TS) se calcula asf: -

Protoplastos que sobreviven (no.-) )
TS = — x 100 4]
Total de protoplastos (no.)
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La ‘regeneracion de’la pared célular es una: condicién’ para que los
cultivos'de protoplastos prosperets; iesta pared se puede visualizar facil-
mente con *Caléeffour White” en’ un microscopio:de luz ultravioleta
(Nagatae!al 19"70) Eleoéﬁclehte decéiulasregcneradas (CCR) seealcula‘
asi: i ~

. Protoplastos con pared celular (no.) o

Total de protoplastos (no.)

La frecuencia de la divigién, otra forma de éValuar la eficiéncia del
cultivo, se verificade 7 a 10 dias de iniciado éste, comparando el nimero de
protoplastos.en division con el nimero de protoplastos cultivados o dg
protoplastos quc sobrevwen Lafrecuencia absoluta de dlvmén (FAD)es:

T Células en division (no ) ‘
. FAD = x.100 3)
‘ Total de protoplastos cultxvadog (no. )

La frecuencxa relauva de dxvxsaén (FRD) es

, N Células en divisién (no. )
.. FRD =, - x 100 6
5 ... . Célulag que sobreviven (nq ) ,

Los indxces anterlores expresan la efectividad del periodo incial; puesto
que éste es-un periodo sumamente critxco en.el cultivo, tales valores
también caracterizan adecuadamente la eficiencia del cultivo (EC); éste se
relaciona con ebvimero de célonias regeneradas, en funcién de los proto-
plastos culuvados, asf:

Colomasxregeneradas (no. /caja) ;
- EC = - x 100 )
h ProtoplastOs sembrados (no:/ caja) :

‘El indice EC expresa la capacidad de los protoplastos para dividirse
sostemdamente y para formar colonias.

Regeneracion de las Plantas

Una vez logrado un ritmo sostenido de divisidn celular, las colonias
desarrolladas se pueden trasferir aun medio que conduzca ala generacion
de plantas (Figuras.10.1, E y 10.1, F). Esto se logré por prxmera vez en
tabaco (Takpbe. et al., 1971).. ~ . ‘
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En muchas especies, la iniciacidon de. los brotes requiere del uso de
citocininas, y la regeneracion.de la planta se efectia con la diferenciacion
separada delaraiz y del brote (Bokelman et al., 1983; Bourgin et al., 1979;
Bindinget al., 1981). En el Cuadro 10.6 se presentan los resultados obteni-
dos con el cultivo de protoplastos de varias especies vegetales. '

Cuadro 10.6. Resultados obtenidos conel cultivo de protop.lastos de varias especies vegeta-
les, aislados de_diferentes fuentes.

Fuente de los . Especies ensayadas Resultados®  Referencias
protoplastos T
Mesdfilo Brassica napus : C/E - Kohlenbach et al., 1982
Brassica napus Pl Kartha et al,, 1974
Cichorium intybus Pl Crepy et al., 1982
Fagus silvatica : Do Ahuja, 1984
Glycine max ’ C Gamborg et al., 1983
Lycopersicon peruvianum ol Adams et al., 1983
Lycopersicon peruvianum ) Pl Zapata et al., 1981
Manihot esculenta ~ ~ ° ° 7 “C/Pl Shahin et al;, 1980 -
Medicago spp. C/E Johnson et al,, 1982
Nicotiana spp. ‘ Pl Bourgin et al., 1979
Nicotlana tabacum C _ Nagata et al.; 1970
Nicotiana debneyi ‘Pl " Scowcroft et al., 1980
. Petunia inflata ) Pl Power et al., 1976
P. violacea, P.’ axillaris’ ' Pl Power et al., 1976
Solanum tuberosum - : Pl Shepard, 1982 - *
Solanum tuberosum o C i Adams et al,, 1983
Stylosanthes guianensis -« Pl._ . Szabados y Roca, 1986 -
Suspensiones  Beta vulgaris C Szabados et al., 1985
celulares Bromus inermis C Michayluk et al., 1975
Daucus carota - 3 ‘Pl :- Grambow, 1972
- Digitalis lanata B : C Dietrich et al., 1982
Elalis quinensis C C Boss et al, 1984 .
Glycine spp. C/C Gamborg et al., 1983
Glycine max s . C Michayluk et al., 1975
Lolium multiflorum C Jones et al,, 1982
Lycorpersicon spp. Pl Koblitz et al., 1982
Panicum miliaceum E/Pl Heyser, 1984
Parthenocissus tricuspidata o
(agalla de la corona) - Cc Scowcroft et al., 1975
Pennisetum americanum E/Pl Vasil et al., 1980b
Saccharum spp. C Larkin, 1982
Vicia hajastana =~ C Michayluk et al., 1975
‘Zea mays B o © Potrykus et al,, 1979b
Puntas de Manihot esculenta C Szabados(no publicado)
brotes Solanum dulcamara (haploide) Pl Binding et al., 1984

(Continia)
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Cuadro 10.6. Continuacion.

Fuente de los Especies'énséyadas ‘ Resultad‘osa; " Referencias

protoplastos R :

Células Allium cepa P Schnabl et al., 1978

guardianas Commelina communis P Fitzsimons et. al., 1983

(estomas) Vicia faba C Schnabl et al., 1978

Aleuronas Avena fatua C Hooley, 1982

de semillas

Embriones Brassica napus (haploide) P1 Kohlenbach et al., 1982

somaéticos Daucus: carota - 2 E Nomura et al., 1983 -
Daucus carota P Nomura et al.; 1982
Manihot esculenta C Szabados (no publicado)

Cotiledones Pinus pinaster C David et al., 1984
Pinus coulteri C Patel et al., 1984

Raices Glycine max c Xu, 1982 (
Lycopersicon esculentum P Cocking, 1960

Hipocétilo Brassica sp. Pl Glimelius, 1984

Callo Citrus sp. Pl Vardi et al., 1982

embriogénico  Coffea arabica C Sondahil et al., 1980

a, P = Protoplastos aislados; D = divisién celular, C = callo; V = vﬂstago E = embrién;
Pl = regeneracién de plantas.

Si se utilizan protoplastos de cultwos celulares formadores de embrio-
nes, las células recién formadas pueden producir los embnones directa-
mente y regenerar las plantas mediante la embr10génes1s somatica (Koh-
lenbach et al., 1982; Shekhawat et.al., 1983, Zapataet al., 1981).

Para la utilizacion de la tecnologia de protoplastos en las mampulacxo-
nes genéticas, la alta frecuenciaen la regeneracxén de plantas €5 un prerre-
quisito (Thomas et al., 1979). Se han descrito sistemas de regeneracion
protoplastos-planta en varias especies, aunque generalmente la eficiencia
es baja; sélo en algunas especies de los géneros Daucus, Nicotiana, Petu-
nia, Datura, Brassica 'y Solanum se ha desarrollado-una frecuencia de
regeneracion de plantas alta y reproducible en otros trabajos.

La mayoria de las especies de importancia econémica fracasan en la
regeneracion de plantas a partir de protoplastos.o presentan una regenera-
cién apenas ocasional, que a veces esté restringida a ciertos genotipos o
células (Vasil, 1983; Vasil et al., 1980a; Gamborgetal,, 1981) Lapapacsla
Ginica especie importante que se ha podido obtener por cultivo de proto-
plastos, yenellala eficiencia de regeneraci6n ha alcanzado tal nivel, que
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actualmentees posible aplicar esa tecnologia a los programas de fitomejo-
ramiento de la especie (Bokelman et al., 1983; Shepard, 1982; Shepard et
al., 1980; Wenzel et al., 1979).
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