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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

En las ultimas décadas se han desarrollado diferentes sistemas para los
cultivos de protoplastos, células, tejidos y 6rganos vegetales; uno de ellos
es el cultivo en suspensi6n (suspensiones celulares), el cual constituye una
forma para mantener y propagar células vegetales.

Descripcion y Manipulacion de las Suspensiones
Celulares

Las suspensiones celulares consisten en células libres y agregad os celulares
distribuidos en un medio en movimiento. Estas suspensiones pueden ser
permanentes mediante el suministro continuo de nutrimentos.

Medios de cultivo

Para el cultivo de suspensiones celulares de una gran variedad de
plantas se ha utilizado el medio MS desarrollado por Murashige y Skoog
(1962) para el cultivo de tejidos de tabaco, como también el medio B-5 de
Gamborg et al. (1968). También se han utilizado otros medios, pero su
composicién no difiere mucho de los citados.

A menudo, los medios 6ptimos parala induccién y crecimiento de callos -

a partir de explantes primarios no son los mismos que para el estableci-
miento de suspensiones celulares; el nivel 6ptimo de auxinas y citocininas,
p.€j., puede ser diferente (Torrey et al., 1961). En ocasiones las células en
suspensién necesitan de suplementos organicos, amino4cidos, CH, ex-
tracto de levadura, y AC; la auxina més utilizada es 2,4-D. Mayor infor-
macién sobre los medios de cultivos se consulta en el Capitulo 3 de esta
publicacién.

Iniciacion de las suspensiones

Las suspensiones celulares se inician generalmente mediante la incuba-
cién de trozos de callos friables en medios liquidos que estan en movi-
. miento continuo.

Comunmente se emplean frascos Erlenmeyer, en los cuales se deposita el
medio Mquido con los trozos de callo dispersos en €1, hasta llenar aproxi-
madamente 1/5 de la capacidad de los frascos; éstos se ponen luego a
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incubar en un agitador giratorio (ver Capitulo 1) a 80-150 rpm, bajo luz
continua y a 25 °C de temperatura. Mediante subcultivos semanales, las
suspensiones celulares quedan establecidas después de varios dias.

Durante los primeros subcultivos es recomendable usar una tasa de
dilucién baja (por €j., 1:1 a 1:4) utilizando cuatro partes de medio fresco
por cada parte de suspension celular. Posteriormente se puede utilizar una
tasa de dilucién m4s alta, segiin el objetivo para el cual se haya establecido
la suspensién. ‘ .

Elmejor inéculo para la iniciacién de suspensiones celulares es sin duda
un callo friable, con un alto ritmo de divisién celular. Sin embargo, a veces
es necesario utilizar otros tipos de callos, y en esos casos hay que realizar
frecuentemente operaciones para romper los agregados grandes. Se puede
apelar a medios mecanicos, como el uso de frascos con deflectores o el
filtrado (King, 1984); la adicién de pectinasas y celulasas al medio de
cultivo también puede reducir el tamafio de los agregados celulares (King
et al., 1973).

La seleccién de células aptas para crecer en suspensiones celulares se
puede efectuar, en un medio sélido, mediante el plaqueo de una suspensién
recién comenzada, para continuar unicamente con la suspensién de colo-
nias celulares friables y de rapido crecimiento (Wilson et al., 1975).

En su iniciacién, las suspensiones celulares constan de grandes agrega-
dos y de células libres, alargadas y enormes, que no se dividen; pero
después de repetir los subcultivos es factible obtener una suspensién
celular finamente dispersa con alto ritmo de crecimiento. Estas suspensio-
nes poseen pequeiios agregados de células pequefias, isodiamétricas, con
paredes finas y citoplasma denso.

Sistemas de cultivo

Para mantener las suspensiones celulares se pueden usar diferentes
sistemas de cultivo, los cuales se pueden clasificar basicamente en tres
tipos: cerrados, continuos cerrados, y continuos abiertos (Figura 8.1).

Cultivos cerrados. En este sistema, las células producidas se quedanen el
medio, y de esta manera se produce un aumento en la densidad celular
(Figura 8.1, A); al alcanzar la suspension ladenominada fase estacionaria,
se toman fracciones de ella para subcultivarlas en un medio fresco y
reiniciar de esta manera el ciclo de crecimiento. Este es el sistema mas
empleado en los laboratorios de investigaciones de tipo agricola que
utilizan técnicas de cultivo de células. :
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A

Figura 8.1  Representacién esquemdtica de los sistemas de cultivo de suspensiones
cclulafes vegetales. A = oullivo cerrado (no entra ni sale medio nuevo):
B = continuo cerrade (entra medio nucvo y sale medio gastado pero sin
¢élulas); C = continuo abierto {¢ntra medio nueve y sale medio gastado ¢on
algunas célnlas)

Cultivos continuos cerrados. En esle sistema se suministra a la solucion
medio fresco en forma continua, y simultineamente se retira solo el medio
‘usado’; las células, separadas mecdnicamente, se acumulan en el sistema
(Figura 8.1, B).

Cultivos continuos abiertos. Al igual que en ¢l sistema anterior, hay un
suministro de medio fresco, pero el medio ‘usado’sale junto con las células
(Figura 8.1, C).

En este capitulo se tratara sélo el primer sistema. Para la manipulacién
de los dos Giltimos, como también para obtener detalles de los aparatos que
se utilizan en ellos, consultar a Street (1977), Kurz (1982), Drew (1980), v
Wilson et al., (1971), ¢ntre otros,

M¢étodos para medir el crecimiento

Hay numerosos métodos para determinar ¢l crecimiento de las suspen-
siones celulares (Street, 1977). Los mas utilizados son:

Niumero de células. Este es un pardmetro de crecimiento de mucha
utilidad, y para usarlo como método de medicion es necesario disgregar los
grupos celulares en células individuales o en agregados de no mas de 10
células.

La separacion de los agregados se puede hacer mediante el tratamiento
con soluciones acuosas de CrO; al 8-1295, a 700C durante 2-15 min segin el
material vegetal; se usan cuatro voltimenes de la solucidn previamente
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filtrada por cada volumen de cultivo (King, 1984). Para realizar el conteo
de las células conviene hacerlo en un microscopio de uso rutinario, ya que
el CrO; es corrosivo.

Los agregados celulares también se separan 'mediante un tratamiento
con pectinasa (0.1%, durante 16 h a 25 °C).

Volumen celular. Para aplicar este método se toma un volumen cono-
cido de lasuspension y se centrifuga durante 3 min a 200g para provocar la
sedimentacién de las células; luego se determina el volumen de éstas y se
expresa en ml de células por ml de cultxvo

Peso fresco. Sobre un papel filtro previamente pesado se colocan las
células lavadas con agua destilada y se pesan. Este método no es recomen-
dable para cantidades pequefias de células.

Peso seco. Se determina de manera similar a como se determina el peso
fresco, pero antes de pesar las células se secan a 60 °C, durante 12 h como
minimo (preferiblemente al vacio).

Turbidez. Este método (Sunget al., 1976b) se puede aplicar asuspensio-
nes que crecen en frascos provistos de brazo lateral; la turbidez se puede
medir con un fotocolorimetro (con filtro azul, a 400-465 nm).

Indice mit6tico (IM). Se recolectan las células y se fijan con una solucién
1:3 de 4cido acético glacial y etanol absoluto, usando 2 ml del fijador por
cada § ml de suspensi6n; después de un perfodo de 30 min a 3 horas de
fijacion se depositan las células sobre un portaobjetos y se colorean con
carbolfucsina; después de colocar y presionar el cubreobjetos, se observa
en un microscopio para determinar y registrar el nimero de nacleos que
haya en mitosis.

Se deben analizar por lo menos 1000 células, para aplicar la siguiente
ecuacion: ‘

"células en mitosis
IM = x 100 )
total de células

Desarrollo de las Suspensiones Celulares

En los cultivos cerrados, el ‘crecimiento’ de las suspensiones celulares
comprende varias fases representadas en la Figura 8.2.
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Fi igura 8.2. Curvade cxwxmlento upnca, en lacual se relaclona el nimero de células gn- 4as
dlferentes fascs (de retrasq, cxponcnc1al hm:a.l dc desaceleraclén y estaclo-
nana) con eI tncmpo de incublclén en un culhvo cerrado

La fase de rctraso sc observa cuando en un medxo fresco se subcultlvan
suspensiones celulares que est4n en la fase estac1onar1a los cultu(os crecen
lentamente durante 1 a 3 dias. La fase de retraso no se presenta, o es muy
carta, si se subcultivan suspensiones que estén.en el periedo decrecimiento
(Street, 1977; Nover et al., 1982; Meadows, 1982-1983; Gould et al., 1975); -
también se acorta con la adicion al med1o de cultlvo de ciertos extractos
orgémcos como la CH (Larkm 1982)

En la fase exponencial (o fase logaritmica), la tasa especifica de creci-
miento (1), o sea, el aumento de la biomasa por unidad de concentracién
de la misma, es constante y medible. Matematicamente (Street, 1977) se
expresaria mediante la ecuacioén: ‘

G WRET FEERTEIET ER A B : '
1 dx d (loge X) loge 2
X ' ~ta~:'z S g td
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en donde: :

U = tasa especffica de crecimiento de la suspension;

X = namero de células por unidad de volumen, en el tiempo t;
td = tiempo de duplicacién de la densidad celular.

Cuando la tasa de crecimiento es igual a 1, el tq esigual (King, 1980) al
promedio del tiempo del ciclo celular (TCC). Sin embargo, la gran varia-
ci6n en el tiempo de los ciclos celulares y la presencia de.células que no se
dividen (células Q), causan diferencias de diversa magnitud entre tq y
TCC. Las células Q se han observado en numerosas suspensiones celulares
(Chuet al., 1976; Vasil et al., 1982; Rembur, 1973).

Cuando la cantidad de células Q es pequefia y tg > TCC, la poblacién
celular crece realmente en forma exponencial. En estos cultivos la fase
exponenc.xal de crecimiento dura de 2 a 4 veces el tiempo de la generaci6n
celular, Cuando la fraccién de células Q es alta y TCC > td, la fase
exponencial es ms larga y el modelo de crecimiento tiende a ser lineal.

El uso de bajas densidades celulares en la iniciacién del cultivo, o el
empleo de elevadas concentraciones de nutrimentos en el. medio, pueden
prolongar la fase exponencial,

Enla fase lineal, la tasa especfica de crecimiento declina uniformemente
con ¢l tiempo. Esta declinacién aumenta en la fase de desaceleraci6n
progresiva, para alcanzar finalmente la fase estacionaria, en la cual no hay
aumento neto en la sintesis de biomasd o en el niimero de células.

Caracteristicas generales de las células en suspensi6n

Para caracterizar el ¢recimiento de las suspensiones celulares, pueden
ser utiles los siguientes pardmetros: nimero de células, actividad mitética,
peso (fresco y seco), turbidez, y volumen.

El nimero de células comienza a aumentar al final de la fase de retraso,
mientras que la frecuencia de la divisién celular, expresada por el indice
mit6tico (IM), es baja durante esta fase. Aunque la fase de retraso puede
no existir cuando se subcultivan células en crecimiento activo, el IM decae
durante varias horas, para luego aumentar rdpidamente; la actividad
mit6tica alcanza su maximo nivel pasados de 1 a 3 dias de subcultivo.

Al final de la fase liheal,,el IM comienza a declinar hasta ser practica-
mente nulo en la fase estacionaria (Eriksson, 1966; Evans et al., 1982;
Gould et al,, 1974; King, 1980; Meadows, 1982-1983; Nover et al., 1982),

179



Cultive de tejidos en la agricultura

La suspension celular de remolacha azucarcra (Figura 8.3) cultivada
apropladamente lienc una lase de retraso corta (Figura 8.4); la maxima
actividad mitdtica (IM == 8%) se presenté al tercer dia de cultivo y fue igual
a cero al cabo de 9 a 10 dias (Szabados et al., 1985). Gould et al. (1975)
encontraron altos niveles de ivisién celular sincronizada en la fase expo-
nencial de suspensiones celulares de Acer pseudoplatanus, cuando ¢l ind-
culo provenia de la fase estacionaria; esta sincronizacion fue persistente en
érminos de replicacién de ADN y de divisidn celular.

U =

Figura 8.1 Suspensién eelular de remolacha azucarera,

Elerecimiento, en Lérminos de peso [reseo v seco y de volumen celular, es
stmilar al crecimiento medido con el namero de eélulas pero no completa-
mente paralelo a éste, yaque el incremento de los dos primeros pardmetros
tiende « retrasarse con respecto al numero de células. En la primera parte
de la fase exponencial de los cultivos, tales pardmetros muestran un
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A . . B

Células (no./ 105
- Indice mitético, IM (%)

Dias

Figura 8.4. Crecimiento de suspensiones celulares de remolacha azucarera, en términos de
nimero de células (A) e indice mitdtico, IM (B).

incremento menor que el del nimero de células, pero en periodos posterio-
res ellos se pueden incrementar, incluso en la fase estacionaria, enla cual el
numero de células no cambia (Nover et al;, 1982; Owens et al., 1979).

Esadiferencia se debe a los cambios en el tamafio de las células. Elpesoy
el volumen de las células individuales decrece en la primera fase de los
cultivos pero aumenta cuando las células estan en una fase de poca
actividad mitética o estacionaria, debido a la vacuolizacién y a la sintesis
de sustancias. En la fase estacionaria hay células pequefias y grandes; el
tamafio y la morfologia de estas células se puede uniformar acortando el
ciclo de cultivo.

Se ha encontrado que el volumen ocupado por el citoplasma en la célula
esta correlacionado con la cantidad de proteinas, pero no hay correlacion
exacta con el tamafio de la célula. En suspensiones celulares de frijol, el
citoplasma varia desde el 25% al momento de la trasferencia hasta el 45%
cuando comienza la fase de division celular rapida, para luego caer al 10%
en la fase estacionaria. El crecimiento del volumen citoplasmatico como
un todo parece ser constante durante el ciclo de cultivo, a pesar de los
cambios en la divisién celular, en el tamaifio de las células, en su vacuoliza-
cién, y en los aumentos en el peso fresco y seco (Owens et al., 1979).
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Durante el cultivo ocurren ciertos cambios bioquimicos en las células. El
subcultivo causa cambios complejos en los modelos de actividad génica, y
estimula la sintesis de proteinas y d¢ ARN; la formacién de polisomas
aumenta la traduceién de un pequefio grupode mARN (Bevanetal., 1981;
Verma et al., 1974). '

Una de las caracteristicas de los cultivos, luego del subcultivo, es su alta
actividad metabdlica. El contenido.de proteinas de las células decrece en
las ultimas fases del cultivo, y la viabilidad de las células también declina
durante fases estacionarias largas, aunque hay suspensiones celulares
capaces de mantenerse vivas sin grandes cambios en su viabilidad (Reider
etal., 1982). Loscambiosenel peso seco, en la acumulacién de proteinas, y
en la viabilidad dependen de las condiciones que limitan el crecimiento
(Stafford et al., 1983).

La acumutlacién de metabolitos secundarios es un hecho muy frecuente,
especialmente cuando los cultivos se hallan en la fase estacionaria y
cuando muestran cierta diferenciacién estructural (Lindsey et al., 1983a).

Elcontenido de ADN celular muestra cambios caracteristicos durante el
ciclo de cultivo. Las células en la fase estacionaria tienen generalmente
nicleos en G; al subcultivarlos comienza la replicaciéon del ADN (al final
delafase de retraso) y el contenido de éste aumenta. Durante el periodo de
crecimiento, el contenido de ADN es el promedio del de las células en G,
S, G,y M. Al entrar en la fase estacionaria,el contenido de ADN declina
hasta alcanzar los valores de las células G, (Bayliss et al., 1974).

Inestabilidad cromosémica

Varios trabajos indican que las suspensiones celulares pueden contener
células con considerables anomalfas cromosémicas (Bayliss, 1980); las
principales son la pdliploidia y 1a aneuploidia. Bayliss et al. (1974) encon-
traron que los cambios estructurales y la pérdida de cromosomas ocurren
al azar. Un extenso anélisis del cariotipo de las células de apio cultivadas
en suspension reveld diferentes alteraciones estructurales en los cromoso-
mas; se observd una alta tasa de aneuploidia, ademds de traslocaciones y
desapariciones (‘deletions’) en los cromosomas (Murata et al., 1983).

Por el contrario, Evans et al. (1982) establecieron suspensiones celulares
con numeros cromos&micos estables a partir de cuatro genotipos de Nico-
tiana. Para ello emplearon hojas o vastagos jovenes como explantes, 2,4-D
como auxina, e intervalos de cultivo cortos. En el Capitulo 5 se puede
encontrar m4s informacién respecto a este tema.
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Plaqueo de suspensiones celulares en medios semisdlidos

En muchas ocasiones —por ejemplo, para obtener plantas— es necesa-
rio plaquear las suspensiones en medios que contengan agar: Lo mismo
sucede cuando se desea obtener clones de una célula tinica; para este caso
hay que asegurar, en primer lugar, la presencia de células aisladas; libres de
agregados celulares.

L& dxgestlén enzimatica con pectinasas o macerozimas (p. €., 4% de
macerozima a 30 °C durante § a 7 h) provoca la liberacién de células a
partir delos agregados (Gresshoff, 1980) La separacn’)n también se puede
conseguir mediante la filtracién a través de tamices de nylon de aberturas
entre 26 y 270 um, segln el propésno (Fujlmura etal., 1984). También hay
indicios de que es posible incrementar la eficiencia del plaqueo de las
suspensiones celulares mediante la 1rrad1a016n con rayos X (Werry etal.,
1981). .

Morris et al. (1981) describieron un método simple para producir sus-
pensiones celulares compuestas casi exclusivamente de células aisladas; el
método consiste en aplicar alginato de calcio para inmovilizar trozos de
callos (de 4 a 5 mm de didmetro); las células inmovilizadas contintian
dividiéndose, y forman una suspension celular fina que se puede filtrar y
cultivar subsiguientemente en un medio fresco, o usarse para el ‘plaqueo’.

Para el plaqueo, las suspensiones celulares se mezclan con un medio de
cultivo que contenga 0.6%de agara35°C, e inmediatamente se  distribuyen
en cajas Petri estériles; las células y agregados (unidades plaqueadas) se
pueden contar con la ayudade un microscopio invertido (con un aumento
de 40). Las placas se incuban en la oscuridad, a 25 °C durante 20 a 30 dias;
después de este periodo se determina el namero de colonias por caja y se
compara con el namero de unidades plaqueadas. Laeficiencia del plaquco
(EP) se determina con la siguiente férmula: :

namero de cdlo‘n‘i‘as/ placa ’
EP = - x 100 A3)
“ndmero de unidades plaqueadas ,

Para obtener una alta eficiencia en el plaqueo son 1mportantes las
31gu1entes precauciones:

- Usar medios acondlclonados o sintéticos que sean adecuados para el
crecimiento de las células cultivadas a bajas densidades. = - "

- Utilizar células en una fase de divisién activa (fase exponen!ial).
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- No exponer las células que se plaquean a temperaturas superiores a
35 0C,

- Incubar las placas en condiciones de oscuridad o con muy baja intensi-
dad luminica (Street, 1977).

Crioconservacion de suspensiones celulares

Mantener las suspensiones celulares es una tarea tediosa y que consume
tiempo; ademds, siempre existe el peligro de que se contaminen con
microorganismos y que las células sufran cambios genéticos con los pro-
longados subcultivos. Una pos1b111dad interesante para obviar estos
inconvenientes es la crioconservacién de las suspensiones celulares a la
temperatura del nitrégeno liquido (-196 °C). Ex1sten numerosos trabajos
de crioconservacién que incluyen el tema de las suspensiones celulares
(Kartha, 1982; Kartha et al., 1982; Withers, 1980); también se encuentra
informacién sobre el tema en el Capitulo 32 de esta obra.

Probablemente, el método mds apropiado parala crloconservamén esel
del congelamlento lento; se procede asi:

1) Concentrar la suspensién celular de 4 a 5 veces y dejarla en hielo
durante 3 minutos.

2) Agregar gradualmente ala suspension celular un volumen igual de una
solucién crioprotectara. Los crioprotectores pueden contener una o
varias sustancias. Productos como el dimetilsulf6xido (DMSO) a una
concentracién final de 5% a 10%, glicerol, prolina o glucosa (1 a2 M),
sacarosa y manitol, se han utilizado individualmente o en combina-
cion para la crioconservacion de suspensiones celulares (Karthaet al.,
1982; Hauptmann et al., 1982; Kartha, 1982; Withers, 1980; Maddox
et al., 1982-1983; Withers et al., 1979).

3) Repartir la suspensioén celular con el crioprotector en ampollas de
polietileno de 2 ml y congelar en una unidad apropiada. La velocidad
de congelamiento generalmente es de 1-2 °C/min hasta -40 6 -70 °C.

4) Trasferir las suspensiones a nitrogeno liquido (-196 °C) para almace-
narlas.

Antes de usar la suspension celular, se debe descongelar agitando la
ampolla en agua a 37 °C. Las células se lavan varias veces con centrifuga-
cién: Finalmente, la suspension celular se somete a las pruebas de viabili-
dad y se subcultiva. La viabilidad se puede estimar mediante lacoloracién
con diacetato de flouresceina o por plaqueo en medios semisdlidos (ver
Capitulo 32).
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Latasa'de sobrevivencia es variable, y los factores mas 1mportantes que
se deben optimizar son: :

a) el tipode las células y su estado fisiolégico antes del congelamiento;
generalmente las células en la fase de retraso o en la fase exponencial
brindan los. mejores resultados;

b) el tipo de crioprotector;
¢ la’ velocidad- de congelamiento;
d) -la temperatura final de congelamiento;

e) la temperatura de almacenamiento; generalmente se prefiere la del
nitrégeno liquido;

f) - el proceso de descongelamiento.

Los resultados exitosos en la crioconservacién de diferentes suspensio-
nes celulares (Hauptmann et al., 1980; Kartha et al., 1982; Maddox et al.,
1982-1983; Withers, 1980; Withers et al., 1975) sugieren que este método
podria ser aplicado en forma més: general.

Sincronizacién de las suspensiones celulares

La sincronizacion de los sistemas de suspensiones celulares es necesaria
para adquirir mejores conocimientos acerca de 1os mecanismos bioquimi-
cos y fisiolégicos d¢ las células, como también para regular su ciclo
externo.

En los sistemas asincrénicos, las mediciones de los distintos parametros
de la actividad metabélica daran tinicamente valores promedio, ya que
tales pardAmetros seran diferentes en todas las células segtinel momento del
ciclo en que se encuentren. En el sistema ideal de cultivo sincronizado, en
cambio, la mayoria de las células se encuentran en la misma fase del ciclo
celular, y en consecuencia, el comportamiento de cualquier célula indivi-
dual reflejar4 el comportamiento de la totalidad de la poblaci6n.

En las suspensiones celulares vegetales, es posible obtener \inicamente
una sincronizacion parcial mediante diversos procedimientos que primero
detienen el ciclo celular en un punto especifico y luego permiten su conti-
nuacion. La detenci6n del ciclo celular se puede lograr por medio de una
variedad de compuestos quimicos o por la privacion de algiin elemento o
compuesto esencial.
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Uso de productos quimices. L.os inhibidores que frecuentemente se usan
paradetener el ciclo celular son drogas especificas que bloquean la sintesis
del ADN ydetienen dicho ciclo en el limite entre las fases G, y S, o en lafase

Eriksson (1966), trabajando con células de Haplopappus, utiliz6 SAU
(5-aminouracil), FUdR (fluorodesoxiuridina) y HU (hidroxiurea); des-
pués de 12 a 16 h de tratamiento con las drogas, éncontrd picos de mitosis
dos a cuatro veces mayores que en ¢l testigo. L.os mejores resultados se
obtuvieron cuando las células se trataron con HU (3 mM) durante 12 a
24 h. Alas 12 horas del tratamiento las suspersiones celulares tenfan un IM
(indice mitético) de 35%.

Los compuestos SAU y FUdR inhiben la sintesis de ADN (Cheon et al.,
1960; Grobner et al., 1982; Prensky et al., 1965; Scheuermann et al., 1973)y
aunque hay diferencias entre sus efectos, ambas sustancias se pueden
utilizar exitosamente en la sincronizacién de suspensiones celulares (Chu
etal., 1976; Eriksson, 1966; Malberget al., 1980; Scheurmannet al., 1973).

En el caso de la HU, lainhibicién de la sintesis del ADN serelaciona con
¢l bloqueo de la conversién de ribonucleétidos a desoxiribonucleétidos,
mediante la inhibicién de la enzima ribonucle6tido-reductasa (Timson,
1975). ‘

La colchicina se recdnoce como una sustancia que inhibe la formacién
de microtubulos, y frecuentemente se usa para la acumulacxén de células
en metafase (Evans et al., 1957).

La colchicina se ha usado con la HU en la sincronizacién de suspensio-
nes celulares de trigo, perejil y amapola (Hadlaczky et al., 1983; Szabados
et al., 1981). En los tratamientos con HU, los picos mit6ticos.en suspensio-
nes de trigo y perejil aparecen a las 12 6 13 h despies de la remocién de la
droga, con indices mitéticos entre 15 y 20%. La adicién de colchicina
después del tratamiento con HU permite obtener indices mité6ticos del
orden del 25% en trigo (Figuras 8.5 y 8.6) y de 50-80% en perejil (Szabados
et al., 1981). Enlas células de amapola, el tratamiento con HU y colchicina
no provocd un aumento significativo en el indice mitético, pero la‘colchi-
cina sola produjo altos valores de IM (Hadlaczky et al., 1983).

Utilizando un tratamiento combinado con FUdR vy colchicina, Malm-

bert et al. (1980) obtuvieron indices mitéticos de 15% en suspensxones
celulares de tabaco, y de 25% en tomate.
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Tiempo ()
A——D Testigo ®——o HU + colchicina
Figurs 3.5 Indices mnéticos obtendos en suspensiones celulares de triga tratadas von

mdroxiurea (S miM) mas colehicina (0. 08%%), y en suspensiones sin tratamiento
(teshigo).

Figura 6. Sincronizacidn mitdtica en células de trige después del tratamicnto con
hidroxiurea mas colchicinn. Se observade 2360 3 30 de las célulasen mitosis.
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También existen inhibidores no especificos que inducen la sincroniza-
cion celular. Constabel et al. (1977) usaron pulsos de etileno para aumen-
tar la sincronizacién de la divisién celular en soya; se ha sugerido que el
etileno no afecta directamente la mitosis pero que puede actuar influen-
ciando el ciclo celular antes de esta fase, en los periodos G, 0 S (Constabel
et al.,, 1977; Rost, 1982).

Mediante tratamientos con pulsos de nitrégeno gaseoso también se
puede aumentar la sincronizacién de la mitosis, con IM superiores a 25%
(Constabel et al., 1974). Los métodos basados en tratamientos gaseosos
hacen posible la sincronizacion, durante largos periodos, de grandes
poblaciones celulares en los sistemas de cultivo continuos.

Laelevacién de la temperatura (37-40 °C) causa unarapida disminucioén
enel IM, perosilos cultivos se vuelven a incubar a temperaturas més bajas,
se encuentran valores de IM superiores a 15%, como en las suspensiones
celulares de tomate (Scharf et al., 1982).

Privacion de nutrimentos. La sincronizacién celular se puede inducir
también mediante métodos de privacién de nutrimentos esenciales para el
crecimiento. Las células ‘hambreadas’ generalmente se detienen en la fase
G, (Gould et al., 1975; 1981; Kurz, 1982); si posteriormente se adicionan
los nutrimentos al medio de cultivo, se obtiene generalmente una sincroni-
zacidn de las divisiones mitéticas.

Gould et al. (1975) y King et al. (1974) obtuvieron suspensiones celulares
de Acer pseudoplatanus sincronizadas después de la privacién de nitratos.
Komamine et al. (1978) describieron divisiones sincronizadas en suspen-
siones celulares de Vinca rosea luego de la privacion de fosforo.

Los cultivos que requieren reguladores de crecimiento se pueden sincro-
nizar mediante la privacién de los mismos. Nishi et al. (1977) informaron
que es posible sincronizar suspensiones celulares de zanahoria por medio
de la privacion de 2,4-D; la posterior adicién de esta hormona induce un
incremento en ¢l'nimero de células y en el contenido de ADN. Jounneau
(1971) informé que las suspensiones celulares de tabaco s¢ pueden sincro-
nizar parc;almcnte porla prlvaclén y postertor adieién de c1tocmmas pero
no por la privacién de auxinas.

La aplicabilidad general de la pr1vac16n de los reguladores de creci-
miento parala smcromzacu.‘m celular hasido cuestionada por Everett et al.
(1981) quienes, usando suspenslones celulares desoya, observaron tinica-
mente oscilaciones en los valores de IM luego de la privacién de BAP.

En la mayoria de las suspensiones celulares sincronizadas, el alto grado
inicial de sincronizacién decae rdpidamente (Chu et al., 1976; Eriksson,
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1966; Hadlaczky et al., 1983; King, 1980; Nishiet al., 1977; Szabadosetal.,
1981); esto puede deberse a la variabilidad de la fase G, y a la existencia de
una fase poco conocida en el ciclo celular (Smith et al., 1973).

Una excepcién al hecho anterior es el caso de suspensiones celulares de
Acer-pseudoplatanus las cuales, después de ser privadas de iones nitrato
durante la fase estacionaria, muestran un alto grado de sincronizacién
durante 4 a § generaciones celulares; se ha sugerido la presencia de algunos
factores acondicionantes como responsables.de este fenémeno (Gould et
al., 1975; King et al., 1974). También se pueden inducir cultivos sincroni-
zados mediante tratamientos con repetidos pulsos de nitrogeno gaseoso o
etileno: (Constabel et al., 1974; 1977).

Aplicaciones de las Suspensiones Celulares

En la investigacién con vegetales, las suspensiones celulares constituyen
una técnica muy valiosa, particularmente en: a) estudios sobre el ciclo
celular; b) estudios fisiolégicos y bioquimicos; ¢) formacién de metabolitos
secundarios y aislamientos de mutantes; y d) embriogénesis somaética.

Estudios sobre el ciclo celular

El desarrollo y la regulacién del ciclo celular se han estudiado intensi-
vamente en diferentes organismos y células (Hochhauser et al., 1981).

En las plantas superiores, las investigaciones se han llevado a cabo
tradicionalmente en meristemas de raices (Giménez-Martin et al., 1977,
Van’t Hof et al., 1972); sin embargo, la organizacion de los meristemas y la
traslocacién de sustancias dificultan ese tipo de estudios, mientras que las
suspensiones celulares constituyen un material- mds conveniente para el
examen de muchas caracteristicas del ciclo celular de tales plantas. Eneste
caso, los problemas que presenta el crecimiento.no balanceado de las
suspensiones celulares, en el sistema de cultivo cerrado, se pueden obviar
mediante la utilizacién de sistemas continuos abiertos (Street, 1977).

En una suspension en crecimiento activo, el ciclo celular-es mas largo
que en las células de meristemas de raices, pero es mas corto que el de las
células de callos que crecen en medios semisélidos (Eriksson, 1966; Gould
et al., 1974; Chu et al., 1976; Gonzdlez-Fernindez et al., 1966). Existen
diferentes métodos para determinar el ciclo celular y la distribucién de las
diferentes fases.
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Indices de actividad celular. En una suspension celular asincrénica,las
células se encuentran en diferentes fases; la cantidad de células que hay en
una determinada fase en un momento dado es proporcional al tiempo que
esa fase dura con respecto al ciclo total.

El principio anterior se aplica para determinar diferentes indices enuna
poblacién de células. El indice mit6tico muestra la duracién relativa de la
mitosis, y el indice de marcacion con 3H-timidina (*}HTdR) muestra la
duracion de la replicacién del ADN en la fase S (Gould et al., 1974,:1975;
Chu et al., 1976). Si la poblacién de células es homo6genea (células con el
mismo nimero de cromosomas), es posible distinguir las fases G,y G,, y
calcular su duracioén relativa, empleando una coloracién cuantitativa con
Feulgen del ADN y de los nticleos individuales. Combinando la coloracion
con Feulgen yla marcaciéon con 3HTdR se pueden medir las fases G, G, y
S en la misma preparacién y se pueden determinar diferentes etapas de la
fase S (Gould et al., 1974; Mak, 1965; Navarrette et al., 1978).

Mediante la utilizacién de esta técnica, Gould et al. (1975) encontraron
que en diferentes lineas asincrénicas de Acer pseudoplatanus el tiempo de
duplicacién celular es de 22 a 63 horas, y que las fases tenian las siguientes
duraciones:

S 70+£02h
G, 8.71+0.6h
Mitosis = 2.9+ 03h

G, vari6 entre 4 y 40 h, de acuerdo con el tiempo de duplicacion celular.

En una suspensién celular no sincrénica, el anélisis cinético se puede
llevar a cabo mediante la marcacién de una fraccién de la poblacién
celular, y el ulterior seguimiento de las células marcadas.

Marcacién con *HTdR (*H-timidina). Luego de un breve pulso de
SHTdR y de determinar‘la proporcion de las figuras mitéticas marcadas, se
pueden determinar las fases G,, M y S, como también la duracién del ciclo
celular (Chu et al.;, 1976; Gould et al., 1974),

El ciclo total también se puede medir mediante la marcacién continua;
las c€lulas se exponen a *HTdR por periodos prolongados y, a partir de la
acumulacién de mitosis marcadas, se calcula la duracién del ciclo. Gould
et al. (1974) encontraron que este procedimiento permite medir la duracién
del ciclo celular en suspensiones celulares de Acer pseudoplatanus, siendo
mas eficiente que ¢l método de marcacién mediante pulsos.
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Marcacién con cafeina. La cafeina inhibe la citocinesis y produce células
binucleadas (Giménez-Martin et al., 1965). La cinética de la aparicién de
bi-metafases en pablaciones celulares tratadas con cafeina se puede usar
para determinar la duracién del ciclo celular (Eriksson, 1966; Giménez-
Martin et al., 1965; Gonzalez-Ferndndez et al., 1966).

Teoria del punto principal de control. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos con el ciclo celular de diferentes suspensiones celulares, es
posible aplicar a estos sistemas el modelo propuesto por Smith et al.
(1973), modelo que divide el periodo intermitético en dos partes o etapas.

La etapa B se encuentra bajo control y consta de las fases S, G, M yuna
parcién de G,; una vez iniciada esta etapa, una secuencia regular de
eventos llevala célula a ladivision. Después de 1a mitosis, lacélula entraen
laetapa A, que no esta programada. Los datos que muestran la naturaleza
variable de la fase G, y la duraci6n relativamente constante de S, G, y M
apoyan este modelo (Gould et al., 1974; 1975).

Los experimentos que utilizan la limitacién o la privacién de nutrimen-
tos ayudan a la determinacién de las fases del ciclo celular sensibles a ella.
Asi, la privacion de nitratos en suspensiones de Acer pseudoplatanus hace
que las células se concentren casi exclusivamente en la fase G;, mientras
que la privacién de sacarosa y fosfato conduce a una concentracién en G,
(80%) y en G, (20%). Las células son mas sensibles a la privacién de
sacarosa que de nitrato o fosfato (Gould et al., 1975; 1981); Komamine et
al, (1978) encontraron que la privacién de fé6sforo hace que las células de
Vinca rosea se acumulen preferiblemente en G,.

Las observaciones anteriores sobre las suspensiones celulares apoyan la
hipétesis de Van’t Hof et al. (1972) acerca del punto principal de control
(PPC). Estos investigadores describieron en los meristemas de puntas de
raiz dos PPC, uno en G, y otro en G,, sugiriendo que estos puntos
dgterminan la detencién o ‘puesta en marcha’ del ciclo celular. Ademas de
ser sensibles a la privacion de carbohidratos, estos puntos de control son
sensibles a las radiaciones ionizantes, ala anaerobiosis, a la inhibicién de la
sintesis de proteinas, y al desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa
(Van’t Hof et al., 1972).

Se ha sugerido que el estado de fosforilacién de los ribosomas puede
tener un papel central en el mecanismo de control de la actividad del ciclo
celular. Lafosforilacién de ciertas protefnas ribos6micas es baja o nulaen
las células ‘en descanso’, pero es alta antes del aumento de la sintesis de
proteinas y de la ‘reentrada’de las células en el ciclo celular activo (Scharf
et al,, 1982).
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En suspensiones celulares con muy baja densidad, como también en el
plaqueo en medios semiso6lidos y en cultivos de protoplastos, se ha pro-
bado la existencia de factores que promueven la division celular (Street et
al., 1977; Szabados et al., 1980; 1981). -

Fitohormonas en la regulacién del ciclo celular. Las fitohormonas son
necesarias para la induccién de divisiones celulares y para mantener una
adecuada actividad metabolica de las células. Las suspensiones celulares
generalmente requieren del suministro exégeno de auxinas para su creci-
miento; los reguladores mas usados son 2,4-D, ANA y AIA.

La absorcién y el metabolismo de 2,4-D y AIA en suspensiones celulares
se ha estudiado detalladamente. En algunos casos, 1a division celular esta
controlada por una fuente intracelular de auxinas (que incluye AIA) y por
auxinas sintéticas ex6genas como el 2,4-D (Nishi et al., 1977; Leguay et al.,
1975, 1977; Moloney et al., 1983). Nishi et al. (1977) sugirieron que en las
suspensiones que requieren auxinas exdgenas, €stas se necesitan para la
transicién entre las fases G, y S. En contraste con estos resultados, se ha
propuesto que las auxinas no regulan la divisién celular en las suspensio-
nes, debido a su interaccién con puntos especificos de control del ciclo
nuclear (Everett et al., 1981; Jouanneau, 1971).

Las citocininas (p. €j., KIN o BAP) se requieren ocasionalmente para
promover divisiones en células cultivadas en suspensién. Se ha sugerido
que las citocininas regulan la sintesis de proteinas en la fase G; o en la
transicion de las fases G, y M (Everett et al., 1978; Fosket, 1977); sin
embargo, Wang et al. (1981) encontraron rapidas oscilaciones en los
indices mit6ticos después de la adicién de tales sustancias a suspensiones
celulares privadas de ellas, y supusieron que esto era causado por pequefias
subpoblaciones de la suspensién celular, bloqueadas previamente en
numerosos puntos del ciclo celular. En general, no ha sido posible probar
claramente la acci6n de las citocininas en algun punto principal de control
delaregulacion del ciclo celular (Van’t Hof et al., 1972; Wanget al.; 1981,
Jouanneau, 1971).

Estudios fisiolégicos y bioquimicos

Las suspensiones celulares, cultivadas en medios sintéticos completa-
mente definidos y bajo condiciones ambientales controladas, representan
un interesante sistema para las investigaciones fisiologicas y bioquimicas.
Otras ventajas son su bajo grado de diferenciacion celular y la falta de las
estructuras altamente organizadas que se presentan en los tejidos y
Organos.
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. Absorci6n de nutrimentos. Las plantas son organismos autétrofos, con
un sistema radical altamente especializado parala absorcién de nutrimen-
tos; las suspensiones celulares, en cambio, son generalmente sistemas
heterétrofos, donde el crecimiento y el metabolismo dependen de la dispo-
nibilidad de nutrimentos y reguladores en el medio de cultivo. Puesto que
la disponibilidad de nutrimentos en el cultivo puede modificar la fisiologia
de las células, es importante conocer los mecanismos que regulan la
absorcion de los mismos. De otro lado, los intercambios de nutrimentos
entre los. compartimentos de’la célula son.alterados durante el ciclo de
cultivo'(Thom et al., 1981).

Las suspenswnes celulares se han empleado extensivamente durante la
ultima década para estudiar el trasporte de moléculas organicas e inorga-
nicas. Especialmente se ha estudiado el trasporte de iones (Halbrock, 1974;
Thom et al., 1981; Furner et al., 1982), azticares (de Klerk-Kiebert et al.,
1983; Komor et al., 1981; Maretzky et al., 1972), y amino4cidos (Harring-
ton et al.,, 1981a, 1981b; Berry et al., 1981; McDaniel et al., 1982).
Maretzky et al. (1978) han revisadg el trasporte en células cultivadas y han
discutido las ventajas del uso de suspensiones celulares en los estudios de
absorcién.

Eventos metabélicos en las suspensiones celulares. Las suspensiones
celulares son excelentes s1stemas experimentales para estudiar el metabo-
lismo de las plantas in v1tro Porello se han utilizado en diversas investiga-
ciones de eventos metabélicos asoc1ados con el crec1m1ento y la divisién
celular (Nash et al,, 1972).

Zeleneva et al (1980) estudiaron las readaptaciones de los patrones
enzimaticos en callos y en suspensiones celulares de maiz. Enla mayoriade
los casos, durante el establecimiento y el crecimiento de los callos los
patrones enzimaticos fueron similares a los de la planta intacta, mientras’
que los de las suspensiones celulares diferian marcadamente. El medio
liquido introduce un gran cambio ambiental, el cual se traduce muchas
veces en una modificacién de 1a actividad enzimatica y de los patrones
cuantitativos de la expresion de los genes.

En numerosos experimentos se han utilizado suspensiones celulares
para estudios relacionados con las fosfatasas (Zink et al., 1982), 1as nuclea-
sas (Schaefer et al., 1981) y las enzimas involucradas en la oxidacién de
carbohidratos (Stafford et al., 1983; Zeleneva et al., 1980). También se han
usado para estudios relacionados con la asimilacién de nitratos (Stafford
et al., 1983; Jones et al., 1976), lareduccion de sulfatos (Urlaub et al., 1982)
y el metabolismo de los lipidos (Gaver et al., 1983), los amino4cidos
(Fletcher et al., 1971; Moloney et al., 1982) y las sustancias reguladoras del
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crecimiento (Moloney et al., 1982, 1983); igualmente se hannitilizado para
trabajos con las poliaminas (Smith et al., 1978), los nucle6tidos (Slabas et
al., 1980) y la respiracion (Horn et al., 1982).

Se han efectuado estudios relacionados con la replicaciéon del ADN y
con la expresidon de los genes en sistemas que hacen uso de bacterias o
virus, debido a la flexibilidad genética y fisioldgica de estos sistemas y ala
estructura simple-de su material genético. Muchos de estos estudios en
eucariontes se han llevado a cabo con levaduras; sin embargo, las suspen-
siones celulares de plantas superiores son potencialmente adecuadas para
este tipo de experimentacioén, dado que pueden crecer a diferentes tempe-
raturas y en medios simples bien definidos, y pueden set ficilmente trasfe-
ridas de una condicién a otra (King, 1980; Street, 1977, Chu et al., 1976).

En los dltimos afios ha aumentado la utilizacién de las suspensiones
celulares en los estudios sobre la replicacién de ADN (Slabas et al., 1980;
Cress et al., 1978), la sintesis de ARN (Jackson et al., 1982) y la sintesis de
proteinas (Bevan et al., 1981). Scharf et al. (1982) informaron que en
suspensiones celulares de tomate, los tratamientos de calor inducen altera-
ciones en la expresidn de los genes y en la fosforilacion de las proteinas.

Diversos autores han hecho énfasis en la importancia de los sistemas
sincronizados para los estudios relacionados con €l crecimiento y diferen-
ciacidn en células y tejidos de plantas. Asi, Komamine et al. (1978) exami-
naron, en el ciclo celular de células sincronizadas de Vinca rosea cultivadas
en suspension, los cambios que se presentaban en el ritmo de respiracion,
la sintesis de ADN, ARN y proteinas, y la actividad: de.las enzimas del
metabolismo de las pentosas-fosfato y de las purinas. Por otra parte, King
et al, (1974) estudiaron la sintesis de ADN, la respiracion y la actividad de
diferentes enzimas de células de Acer pseudoplatanus sincronizadas y
cultivadas en suspension. Cress et al. (1978) utilizaron suspensiones celula-
res en la fase exponencial y suspensiones sincronizadas con FUdR para
estudiar el mecanismo de replicacién del ADN en soya.

Formaci6én de metabolitos secundarios

Si bien la mayoria de las plantas superiores sintetizan diferentes meta-
bolitos secundarios, sus células cultivadas en suspensién suelen compor-
tarse de manera diferente y frecuentemente no producen estos metabolitos
secundarios; esto podria deberse a cambios en la expresion de los genes
(Bohm, 1982). Sin embargo, debido al interés econdémico en explotar las
técnicas del cultivo de tejidos para la produccién y bioconservacién de
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sustancias (véase Capitulo 9), en los tltimos afios se han realizado numero-
sas investigaciones quée se traducen en un aumento sustancial de la capaci-
dad biosintética de las suspensiones celulares.

1

Los resultados experimentales muestran que la maxima acumulacién de
productos secundarios ocurre:cuando el ritmo de crecimiento-de los culti-
vos celulares decrece y cuando éstos exhiben alguna diferenciacién estruc-
tural (Yeoman et al., 1982; Hagimori et al., 1982a; Franke et al., 1982).

Lindsey et al. (1983a) investigaron detalladamente las relaciones entre el
contenido de alcaloides, el ritmo de crecimiento y el grado de diferencia-
cién de suspensiones celulares de varias especies de solaniceas. Sus estu-
dios ‘mostraron que la m&xima acumulacién de compuéstos secundarios
tenfa lugar en la fase estacionaria de los cultivos, en la que éstos mostraban
agregacion y eran dé¢ color verde; por el contrario, los cultivos en la fase
exponencial del crecimiento, con poca agregacion celular, eran los mas
improductivos. El verdeamiento de los cultivos se ha asociado muchas
veces con yna produccidn de alcaloides, pero no es aquél un requerimiento
absoluto.

Hagunorl et al. (l982a 1983) obtuvieron resultados 51m1lares usando
suspensiones celulares de Dtgltahs purpurea encontraron que la mixima
acumulacién dg¢ digitoxina se producfa en los cultlvos iluminados, verdes,
con principios de regeneracién de vastagos, Asimismo, Frankeet al. (1982)
informaron acerca de la diferenciacién de células especializadas en la
acumulacion de alcaloides, que se hallaban en los agregados celulares mas
grandes de suspensiones celulares de: Macleaya.

El ritmo de crecimiento de los cultivos parece ser un importante factor
en la formacidn de productos secundarios. El metabolismo primario esta
asociado con.el crecimiento rapido, mientras que elsecundario est4 ligado
can el grecimiento lento y con cierta organizacién de los cultivos (Lindsey
et-al., 1983a;:Davies, 1972). \

Hasta la mitad de la década del 70 habfa relativamente pocos estudios
sobre la capacidad biosintética de las suspensiones celulares; posterior-
mente, se han obtenido varias lineas altamente productoras de metabolitos
secundarios, por medio de la repetida seleccién y clonacién celular a partir
de tales suspensmnes La produccién de 10% a 15% de alcaloides en varias
lineas mdlca la enorme capacidad blgsmtétlca de los cultiyos in vitro de
células Vegetales (Bohm 1980; Constabel et al., 1982; Kutney et al., 1980;
Ogino et al., 1978; Watanabe et al. , 1983),
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