CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

JUOSEFINA C. DE ARAGUNDE D

Trabajo realizado en el Laboratorio de Genética ¢
Inseminacion Artificial de la Facultad de Veterinaria,

El cultivo de te)ido es una techica que permite el estudio citogenelico
y bioguimico de la celula vegetal en iulicicun a fact.res modificab es
significa un meé.cdo de interés a desarrollar.

Como anteceaente de ia {écnica White P, R, 10y 1954, Enn 50 o
cita a Haberlandt (1202) como precitsc: de lu coeoura de celul s de plat-
tas inn vitro, Kotie v Roklins en raices 19:3, Molilard 1943, cu cmbriones
y en una etapa moderna que situa desde 1034 a la fecha, se destacan l.s
contribuciones de wWhite sobre medics sinteticos de cullivo, es udios de
tumores, raices, etc., en mas ae treinta ancs de experimentacion a iraves
de veintisiete frabains personales y otros en co Gooracion.

Alexis Carrel (2) 1924, expresa gue para estudiar simultdneamente
sstrue-urag, funcién y medio, es necesario téchicas que permiten el estu-
dio de tejidos v organos fuera del organismo.

Gautheret R. J. (3) 1942, expresa que la cultura de t2jidcs oo o©s
una tfinalidad sino un medio para estudiar la naturaleza de las celulas
y perinite precisar on qué medida la diferenciacion es compatible —on la
vida v multiplicacion celular. Se debe a este investigador e! perfecciona-
miento de la téenica que permite cultivar parenquimas, o tejidos meris-
temaiicos en forma indefinida, obteniendo con repicados importantes can-
tidades de tejidos neoformados. El mismo autor en numeroasos trabajos (4,
5, 8, 7 v 8 determina orientaciones de la técnica con distintos materiales
v finalidades.

Bonner (1) 1937 hace valiosocs aportes al meétodo inclusive técnicas
originales. En nuestro medio, en la bibliografia consultada no aparecen
citas de trabajos sobre ~ultivos vege ales y no tenemos referencias que
en laporatorios dedicados a es.as disciplinas se realicen investigaciones.

(1) Prof. Agreg. Facultad Veterinaria. Ayvte. Laboratorio H. Natural Facultad
Quimica.
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El cuitivo de tejidos permite apordar todas las orienlaciones dei ovs-

tudio  vegetal, desae mortologia a fitopatolegia; NUeSLro Proposile o
desarrollar el metouac ajustanaciios a las ecnicas de White y Gautherel
<$ hacer estudio de tisiologla vegetal con fundamento de pisquimica y vii-
.arar problemus de genética.
Al iniciar las primeras sienioras coll caracter experimental, los culti-
vos obtenidos se contaminan y llegaliios a Ja comprobacion que en nues-
tro medio €s muy cli.cil, adada la putwiacion amaolental prerereu.eniente
por hongos, hacer cuitivas con las téchicas descriptas por los aulores
citados.

Esta opinion la cconfirma el Dr. H. Trenchi, ae que los ensayos de ino-
culacion de virus enn embriones de pelles, sairian gencralmente contamini-
¢ion, e aplicarse las téenicas corrientes gue en EBstados Unidos de Norle
America, daban buen resultado.

En esta primcra etapa, desarrolamcs . met.ao con modificacion: -
(ue permiten realizar culidvos en nuestro medic.

MATERIAL Y METODO

Eir lneas generales seguimos el método de Gautheret, que describimos
sinteticamente con ins modificaciones realizadas:

Coemo material ce siembra utilizamos tubérculos de Daucus Carotn.
sanos gue se lavan con agua corriente y finalmente con agua hervida.

1y Eliminar fina capa externa.

200 Inmersion durante 30° en solucion de Hipoclorito de calcio al § .

39y Lavado dier veces en agua destilada esterilizada para eliminar
¢’ hipoelorito.

4%y Dentro de la camarsa estéeril, efectuar cortes en forma de roda-
jas de 8 milimetros de espesor, para cajas Petri y divididas en trozos pa-
ra Erienmeyer y tubes de ensayo.

59) Depositar {10zos en la superficie de los medios ce cultivo, fotos
Ne1lvy 2

6% Cierre de !ns recipientes y cultivar en estufa entre 14 y 20 gra-

dos centigrados.
Los medios de cultivo empleados son los aconsejados por Gautheret.

Medio Cultivo:

Solucion Knop diluida a’ 12 ..... e 1000 cc.
Gelosa ... 13 gr.
SACATOSA oot i 30 gr.
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Medio de Cultivo para repicados:

Selucion Knop sin hierro ................... 1000 cc.

” Berthelot ....................... 10 gotas
Gelosa ... .. 13 gs.
BacarosSa ... ... 30 gs.
Cisteina .......... ... ... ... . . . 0.01
Aneurina Clorhidrato ..................... 0.001
Acido Indol B. Acético ................... 0.0001

En las soluciones precedentes, se emplea agua destilada al Pirex y los
medios de cultivo. vidrieria y demaéas implementos son esterilizados al auto-
clave con las temperaturas v tiempos ligadas a sus caracteristicas de im-
pedir su alteracion por el calor,

Foto No 1

White emplea con éxito como lugar de siembra, camara de cristal acon-
sejando su uso para trabajos que insumen mucho tiempo.

Er: la técnica de Gautheret, las operaciones se hacen en base a ma-
nipulscion instrumental con precauciones de asepsia. Los métodos citados
nacen dificil en nuestro medio obtener cultivos sin contaminacién, le que
nos decide a realizar las operaciones de siembra y repicado dentro de ca-
marsa esterilizada por radiaciones ultravioletas.

La cdamara empleada por nosotros, (foto N° 3) mide 130 x 050 y
0,60 cmts. de altura, estd provista de dos tubos estéril lamp Westinghouse
W1-782-H30, que determina la esterilizacion a los 15 minutos de radiacion.
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Para iluminacion dispone de dos tubos de luz fluorecente de 40 Watt, ubi-
cados cn la parte superior y otro frontal gque impide la proyecciéon de som-
bra sobre las manos del operador.

Las pruebas de tiempo necesarias para esterilizar la camara, son obte-
nidas por exposicion de material contaminado de B. Cuali, durante 10, 15
20" y 20 de exposicion v los tes.igos co-rre.spondientes ne irradiados que se
siembran sobre zelosa inclinada son llavad-s a 1o estufa a 37 grados cen-
tigradus durante 48 hcras. De este control surge el tiempo de 15’ de irra-
diacién como suficienite para esterilizacion de la camara.

Foto No 2

Dado gue todo el material debe de estar dentro de la camara antes do
iniciar la irradiacién a efectos de impedir de oxidacién por el ozono, el
mstrumental metalics se cooca en frasco que concene Alecohol etilico a
70 gra-os.

Operando en las condiciones descriptas, la infestacién accidental de los
cultivor no tiene entidad y aquellos que presentan contaminacion (M. Prodi-
usgio,s Niger, etc.), los utilizamos para estudio histolégico.

Evipleando la camara estéril se hacen cinco series:

19y Serie: 27/4/64 (9 tubcs de ensayo 1 Erlenmeyer).

29) 7 6/5/64 (3 ” ” 2 ” 4 cajas Petri.)
3% ” 14/5/54¢ (4 ” v 2 ” 4 cajas Pe:ri)
49) " 15/7/b4 (2 ” ” 2 *
59) " 16/8/54¢ (2 i v 2 ”
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En la 4* y 52 scrie, el material se obtiene por el método descripto por
White P. R. (10) 1954, empleando sacabccado gue abarca !a region de
tejido cambial del tubérculo y cortes en discos, empleando como medio
de culiivo el aconseiado para repicado.

Foto No 3

Las exciiaciones de ia iemperatura del laboraterio en el momento ac-
tual cstan comprendidas entre limites compatibles con el culiivo ¥y pol
8. razon se colocan en bocales de vidrio sin emplear estufa.

Los cultivos de .a primera serie faeron repicad.s por primera vez, o
los setenta y nueve dias en dos Erlenmeyer y dos tuhos y 2 los ochentn
y tres dias en dos Erienmeyer y dos tubos de ensayo.

Leos cultivos originales aun cuando presentan la parte en contacto coil
el medi> totalmente lignificada que describe Gautheret como causal que
limita el crecimiento a par.ir de cierto tiempo y no por agotamiento del
medic como podria suponerse, no acusan signos de alteraciéon que hace
dejarlus para ensayns microguimicos.

Se hace estudio histolégicy y reacciones microquimicas del tejido ori-
ginal v célu'as cultivadas, haciéndose dos series de preparaciones.

Las tinciones empleadas son las corrientes en histologia vegetal, em-
pleande una meodificacién personal de la téchica clasica de Carmin ¥y
Verde iodo que describimos por considerarla de interés practico.

Langerén M. (9" 1949, establece tincion con carmin alumbre de Gre-
nacher durante una hora o menos y el tiempo siguiente de algunos segun-
dos, con verde de iodo. Modificaciones posceriores actualmente de uso co-
rriente indican como férmula del coleorante para 1000 cc:
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Carmin de cochinilla N% 40 ............ 40 gr,

Alumbre de potasio ................... 60 gr,

Agua destilada  ......... . ..ol 200 cc.
Agregar:

Verde iodo ... ... .. i 1 gr.

Acido fénico  ...... ... ... . 10 g1

H20 destilada ......................... 1000 cc.

Con esta formula los tiempos aconsejados de tincion serian:

14}  Hipoclorito.

2¢) Lavado en agua varias veces, completando con Ac. Acético
10 minutos.

3¢y Carmin verde iodo 2 minutos.

49y H20 — Alcoholes y montaje.

Foto No 4
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Foto N9 5

La modificacion propuesta consiste en reducir el tiempo de coloracion
y diluir el colorante. (1 parte mezcla?co’orante y 2 partes agua), cum-
pliende los tiempos siguientes:

1*y Hipoeclorito.

2¢; Lavado en agua cinco minutios,

3" Solucién Acética (A. Acético 1, agua 2) cinco minutos.

4vy  Mezcla Carmin-Verde iodo, un minuto.

5%) Deshidratacion alcohol, diferenciacién Xilol, y montaje balsamo.

Se obtienen cortes bien coloreados que permiien vision clara de los
elementos.

RESULTADO

La observacion macroscopica de los rodajas de los 7 a 9 dias, presenta
evidente crecimiento de la zona de tejido cambial que se inicia presentando
brotes, algunos de mayor volumen de color blanguecino que por exposiciou
a la luz toman color verde claro.

El estudio histolégico realizado en cortes transversales y longitudinales
de tejido neoformado, perrnite comprobar las observaciones de (Gautheret
R. J. 1938 (6)” Cé'ulas parenquimaticas isodiamétricas, con -cloroplastos
esféricos o lenticulares, almidén y gotas de aceite; algunas células del pa-
renguima presentan espesamientos de sus membranas celuldsico-pecticas que
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¢s caracterizan por tenirse con Lugol en color violaceo y la tincion se
cxtiende en forma irregular en el tejido de la pared lo gue hace suponer
la naturaleza amiloide”, — (Foto N* 4)

Se comprobo que los haces ‘enosos crecen en forma anarquica, proli-
feran afectando forina circular y tienen vasos que presentan la evolucion
norma!l a medida gue crece. Se pueden observar vasos anillados, espira-
lados y recticulados; estos ultimos poseen mayor didametro que longitud.
En alg_‘unos cortes el conjun.o de vasos forma nucleos lignificados sin
mterposicion de fibras ni parénquima, pero las esculturas son exactamentc
iguales a las que aparecen en tejido normal. (Foto N9 5).

En reaccion histoequimica con florcgiucina clorhidrica, la lignina
presenta mismo coler.

Ne se observa {ejido conductor liberiano v comprobé formacion de
(ristaies de cavofinn en menor canitaad que ea tejide normal, pero do
mayor tamario.

RESUMEN

Se hace cultivo de tejido vegetal, «cm-ude comoe material yodajas de
Dueus Carota, que se siembra en tubes de ensayos, Erlenmeyer y cajas
e Petri, utilizando  técnicas y medios de cultive aconsejados porv
Ginutheret, con el propodsite de hacer fisiologia v genética vegetal con
orientacion bioguimica,

Dada la contaniinacion ambiental de nues{r: medio partiende de im-
nlemen.os y medios de cultivo esterilizados por autoclave las manipu'acio-
nes de siembra, repicados y cierre de los recipientes, se hace dentro de
camaras provista de dos tubos cstéril 'amp Westinghouse, habiendose deter-
minado que para su esterilizacion es suficiente la irradiacion de ultra-
violeta durante 15 minutos.

Se hacen cinco series de cultivos que son repicados a los sesenta ¥y
nueve y ochenta y un dia de siembra.

Macroscopicamente de siete a nueve dias se obhserva el crecimiento de
la zona de iejido cambial en brotes color blahquecino que pasan al verde
por arcidon de la luz.

Se hace histoloria en cortes sin colorear, reacciones micrequimicas ¥y
tincion con técnica Carmin-Verde i~do, modificada diluyendo al tercio
ia mezcla colorante y reduciendo a un minuto el tiemwno de coloraciéon.

Laz observaciones revelan similitud morfolégina y quimica del tejido
neoformado con el originario v se superponen, a la descripcion citolégica
de Gautheret (6) 1938.

La diferenciacién estd representada nor 1o anarquia del ordenamiento
celu'ar. que en algunos asnectos objetivamente modifica la representacion
guimica de sus constituyentes, ain que no afecta las etapas evclutivas del
crecimiento tisular presentes en el tejide normal -riginario.
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CONCLUSIONES:;
12 — Se obtienen cultivos de tejido vegetal segun técnicas desaup&as
emplerndo como ma erial fubérculos de Daucus Carota.
29 — Kl cmpleo de camara esteril por radiacion ultravioleta hacé :

pposible desarrollar ‘os cultives en nuestro medio con riesgo minimo de
contaminacién accidental.

3% — La observacion histologica es similar a la comprobada por otros
mvestigadores y permite precisar las modificaciones morfologicas del
tejido neo-formado,

4v — Se comprueka en el (ejido neo-formado que la anarguia de orde-
namiento no afecta la constitucion quimica revelada por las micro-reac-
ciones similares a las del tejido normal de origen.

5° — Recomencamos la modificacion del meétodo de tincion para cl
estudio histoldogico por considerar s1 empleo de realizacion mas breve y
mayor clarid«d de observacion.

ABSTRACT

With the pourpcse of doing vegetable genetic and phisiology with
biocemical orientativn, vegetable tissie is cultivated using as material
small disks ~f Daucus carota that are seeded in tes: tubes, Erlenmeyer
flasks and Petri dishes in accordance with Gautheret’s methods and tecni-
ques. Taking in corsideraticn the air pollution of the laboratory all
zeoding was done with steri’ized material into a room provided of iwo
Westinghouse sterilamp of W. 1. 782 H-30. We determined that 15 minutes
of irvandiation with ultraviclet light was time enough for sterilization.
We piepared five series of cultures that were reseeded after sixtynine and
eightyone days. After sevennine days it could be observed macroscopic cally
the growth of whitish buds in the change sone. that became green by action
0f light. Histologiral studies over cuts without staineng, microchermical
recetions and & aining with the modified technique of Carmin-green-JIodine
ithe srain is diluted to 1/3 and the staining time to one minute. The
microscopic observation shows morphological and chemical similarity ol
ro-formed tissue with the original one and superposed to the Gautheret’s
¢i ologica' description (6) 1938.

The differenciaiion is represented by the anarchy of cells arrangemcint,
that ir. some aspects modify objectively the chemical representation of its
constituent but do not affect the evoluiif steps of tissular growth present
in oroginarian normal tissue.

CONCLUSIONS

1° — With described technigues using as material tubercle of Daucus
carota, cultures of vegetable tissuec are obtained.
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22 — The used of the steril room with ultraviolet radiation makes
possible the growth of cultures in our laboratory with minimum of risks
by accidental contamination.

3° — The histological observation is similar to that described hbv
other investigator and allows to precis the morphological modifications of
the neo-formed tissue.

4° — It has been proven that in the neo-fermed tissue the arrangement
anarchy do not affect the chemical constitution showed by micro-reaciions,
similar to the tissue of origin.

5¢ — We recomend the modification of staining method for the histo-
logical study. because the shortest s.aining time and clearly observation.

RESUME:

On fait la culture d’un tissu végétal, en prenant comme matériel des
tranches de Daucus Carota, qui se sément dans des tubes d’essai, Erlen-
meyer. boites de Petri, en emploiyant des tecnhiques et des milieux dc
culiure conseil’'és par Gautheret, dans le but de faires Physiologie et
genetigue végétale avec ane orientation bio-chimique.

Pour éviter la contamination par l'air ambiant de notre milieu, nous
emploiyons des ustensils et des milieux de culture stérilisés par autoclave,
les manipulations Ae la semence, repicages, et fermature des récipients,
se font au dedans d'une chambre qui a deux tubes steril-lamp Westighouse,
ayant eté déterminé gue Jlirradiation de rayons ultra-violets pendant 15
mminutes suffisent pour sa stéri’ization.

On fait 5 series de cultures qui sont repiquées au bout de 69 et de 81
Jours de semailles.

Macroscopiquemont des 7 4 9 jour on voit le développement de la partic
du tissu cambial (change). dans des regets de couleur blanchitre num
passent a la couleur vertepar Paction de la Iumiére.

On fait T'histologie dans des coupes sans colorer, dans des réactions
microchimiques et coloration avec la technique Carmin-Verde Iodo, modi-
fiée en diluant dans un troisieme le mélange coloré et en réduisant a4 une
minute le temps de coloration.

Les observations montrent une ressemblence morphologique et chimique
du tissu noveau formé avec l'originaire, et elles se superpcsen: a la des-
crintion citologique de Gautheret (6) 1938.

La différentation est representée par l'anarchie cellulaire qui dans
certains aspects objetifs modifie la représcntation chimique de ses consti-
tuants quiqu elle n’affecte pas les étapes évolutives du développement
tissulaire présents dans le tissu normal originaire.
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CONCLUSION
1° — On obtient des cultures de tissu vegetal selon des techniques
descriptes en employvant comme maieriel des tubercules de Daucus Carota.
20 — L’emploi d'une chambre stérile pour radiation (ultra-violeta),

fait passible le développement des cultures dans notre moyen avec le
minime risque de contamination par accident.

3 — L'observation histologique est semblale a celle prouvé par autres
investigateurs et permet présicer 'es modifications morfologiques du tissu
nouveau-formé.

4° — On vérifie dans le tissu nouveau-formé que l’anarchie d'ordre
n'affecte pas la constitution chimigue montré par les micro-réaction
semblables a celles du tissu normal d’origine.

5 — Nous recommandons ln modification du métede de couleur pour
I'étude histologigue, pour considérer sou emploi de réalization plus bral
et de majeur clari é d’absortion.

HAUPTINHALT:

Man kultiviert Pflanzzel’'gewebe, indem man sich mit Scheiben von
Dauciue Caroth als Material behilft, die man in Erlenmayer-Probierrohrehen
- Petridosen sit und dabei nach der von Gautheret zugeratenen
Techik und Anbaumethode verfolgh. All dies mit der Absicht Physiologie
und Pflanzgenetik mit Biochemischer Orientierung zu erzielen.

Unrserer ambientalen Kontaminations wegen, behilft man sich von
Anfang an mittels, im Autoklav sterilisierentenn Kultiviermitteln un
Geraten; a’so macht man die Saat, Verpflanzung und Verschluss der
Gefsse in einer mit zwei Waestinghouse-Sterilisierlampen versehenen
Kammer., womit man feststellen konnte, dass es mic einer 15 minutigen
Bestrahlung vltraviolettem Lichtes genfigt eine richtige Keimbefreiung
zu erhalten.

Mon verfertigh fiinf Kultievserien, die nach je nem und sechzig und
cin und achz'g Tagen nach der Saat wieder verpflanzt werden.

Vem siebeniten bis zum neunten Tage an kann man schon makro-
rkapis~h das Wachstum in der Zone des Kambialzellgewebes durch weisse
sSorosstinge fescstellen ,die dann durch die wirkung des Lichtes griin
werde:.

Man verfolgh nun Histologie in ungefiarbten Schnitten, mikrochemische
Reaktionen un Pirbung mit der Technik Karmin-Iodo-Griin, die man
verindert hat, indem man den Farbstoff auf das Dreifache verdiinnt und
die Firbungszeit au? eine Minute reduziert.

Die Beobachtingen offenbaren morfologische und chemiche Ahnlich-
keit des neuen und urspriingichen Zellgewebes und gleichen der zitolu-
gische:y Beschreibung von Gautheret (6) 1938,

Der Unterschied is: durch die Anarchie der zelluliren Ordnung dar-
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gestelll, die in einigen Erscheinungen die chemische Darstellung seiner
Bildungen objektiv veriindert, obwohl aber dies nicht die Evolutionsetappen
des tissulren Wachstums affektiert, die in dem normalen Originalzellgewebet
gegenwartig sind.

FOLGERUNGEN:

17 — Man erhilt Kultieve von Pflanzzellgeweben gemiiss der beschrie-
bzenen Technik, indem man a's Material Knollen des Daucus Carola
verwendet.

2 — Die Anwendung scerilisierter Kammern mittels ultravioletter
Bestrahlung ermoglicht den Anbau mit der mindersten Gefahr einer
akzidentalen Infizierung in unserem Standort.

3¢ — Die histologische Anmerkung ist derjonigen von anderen
Forcschern festgosteliten, gleich und erlaubt die morfologischen Verinde-
runget: des neugebildeten Zellgewebes festzulegen.

4° — In dem neugebildetem Zellgewebe stelt man durch similars
Mikroreaktionen fes:, dass die Anarchie der Ordnung nicht die chemischc
Anlage des normalen Originalzellgewebes beeinflusst.

5° — Wir empfehlen fiir das histologische Studium die Abianderung der
Farbungsmethode, da wir diese anwendung von schnellerer Bewerkstell-
barkeit und besserer Deuthichkeit der Beobachtung betrachten. '
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