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SUMMARY

INDUCTION AND GROWN OF ERYSIMUM SCOPARIUS (Brouss. ex willd.) Wettst,
TISSUE CULTURES

The induction and growth of tissue cultures from young stems and leaves of E. scoparius
on chemically defined nutrient media has been studied. Callus induction from the initial explants
required only a Murashige and Skoog solid medium with sucrose and 10" M indol - 3yl - acetic
acid (IAA) or 10° M 2 - 4 - Dichlorophenoxyacetic acid (2 - 4 - D).

Leaves, stems and roots were observed from callus cultured on the basal medium with
10° M IAA and 107 M 2 -4 - D. High levels of 2-4-D (10" or 10 °) produced unorganized (un-
differentiated) callus. On the other hand. media containing complex natural extracts were better
in the maintenance of unorganized callus cultures. Changes in the ratio auxin/kinetin were
also important.

INTRODUCCION

A lo largo del presente siglo, los trabajos de numerosos investigadores han con-
ducido a la obtencidn de cultivos de érganos, tejidos y células en suspension de
numerosas plantas superiores. Estos cultivos han sido empleados, no solo en la In-
vestigacion Fundamental (Gautheret, 1959; Street, 1977), sino también para fines
Agricolas Murashige, 1974, 1978) y Farmacoldgicos (Zenk, 1978).

Han resultado ser factores fundamentales en la iniciacion de los cultivos y en
su propagacion, la composicion del medio nutritivo y las condiciones ambientales,
pero ademads, ha sido necesario tener en cuenta las caracteristicas del explante ini-
cial y las de la planta de la cual procede (Tran Thanh Van, 1981; Murashige,
1974).

El presente trabajo describe las primeras experiencias destinadas a la induccion
y establecimiento de cultivos de callos de E. scoparius (Brouss. ex Willd.) Wetts,
(Eriksson et al., 1979; Mendoza Heuer, 1972), planta endémica del Archipiélago
Canario, conocida vulgarmente como Alheli del Teide y que contiene dos intere-
santes glucosidos cardidcos: El arguaydsido y el taucidosido (Gonzdlez y Luque
Escalona, 1975).
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Algunas plantas taxonomicamente emparentadas con E. scoparius han sido
cultivadas in vitro: Cheiranthus cheiri var, Goliath (Khanna y Staba, 1970); Armo-
racia rusticana y Brassica olerdcea (Wurm, 1960); Sinapis alba L. (Bajaj y Bopp,
1972); etc. Algunos de estos trabajos, al igual que el nuestro, han estado orienta-
dos a establecer las condiciones de cultivo in vitro necesarias para su utilizacién en
el estudio de la expresion del metabolismo secundario como un proceso de dife-
renciacion celular (Luckner, 1980).

MATERIAL Y METODO

1. Material.

Tallos jovenes.—Se escogieron tallos jovenes procedentes de plantas adultas y
sanas en periodo de floracién (junio, 1981) y que no estaban suberificados.

Hojas.-Las hojas procedian de cultivos in vitro obtenidos a partir de los tallos
Jovenes y que presentaron regeneracién durante el cultivo.

2. Esterilizacion del material bioldgico.

Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones asépticas utilizando una
camara de flujo laminar (mod. CRUMA CAPTAIR 2005-HPS), para trabajar en
dichas condiciones. Los tallos jévenes recolectados fueron divididos en segmentos
de 10 cm. de longitud, sumergiendo sus extremos en parafina caliente. A conti-
nuacion se sumergieron en alcohol etilico del 95% durante un segundo y se trans-
firieron a hipoclorito célcico (20 g/1) durante 5 minutos. Después de la esteriliza-
cion, los tallos fueron enjuagados tres veces consecutivas con agua bidestilada esté-
ril.

3. Siembra de los explantes.

Los fragmentos de tallos jévenes esterilizados, fueron divididos en segmentos
de 2 cm. de longitud y sembrados verticalmente respetando su polaridad en tubos
de ensayo (30 mm. de didmetro x 160 mm. de longitud) conteniendo el medio nu-
tritivo solidificado y estéril.

Los cultivos se colocaron en cdmaras a 25° C, luz continua procedente de tu-
bos fluorescentes (Plant-GRO, 40 W, Westinghouse) y 50% de humedad.

4. Medios nutritivos.

Se empled como medio basal, el de Murashige y Skoog (1962), afiadiendo saca-
rosa (30 g/l) y agar (10 g/l). Este medio basal fue suplementado con &cido
3-indolacético (AIA), 4cido 2-4-diclorofenoxiacético (2-4-D) y kinetina dependien-
do de las experiencias y a las concentraciones descritas en el apartado de resulta-
dos. En la propagacion de los cultivos se emplearon, ademads de los medios descri-
tos anteriormente, tres medios complejos utilizados en nuestro laboratorio en
otras investigaciones y denominados MB IV, MB V y MB VI. Todos contenian el
medio mineral de Murashige y Skoog con los suplementos descritos en la Tabla I.
El medio MB IV es un medio definido quimicamente conteniendo una mezcla de
aminodcidos y vitaminas. Los medios MB V y MB VI contienen ademds, extractos
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TABLA |

Medios complejos utilizados en algunasexperiencias de cultivo in vitro
de E. scoparius

Componentes MBIV MBV MB VI
Solucién mineral ................... MyS(a) MysS (a) MysS (a)
BRCIIORI . o5 s b o o L L 30 g/l 30 g/l 30 g/l
Mesoifiontiol .. e 8 I L 10 104 104
ARDARRGIDR . o5 st i 107 107 107
PIdOKIng & vvs 5o ceaimer s sl s 5% 1077 5x107 5% 107
TIInIR,  e  Daae 5% 107 5% 107 5x 107
Acido RIiCOtNICo. ..o ovvverreeriennns 5% 10°¢ 5x 10 5x10%
T AR e s e g 2x 10 2x10% 2x10°%
CTHCIIME 1 14 i ines e s e 2x 106 2x10°¢ 2x10¢
T o T N T N S 5% 107 Sx107 5x 107
Rkt 1o o I FRSEihe G 5x 107 5x 107 5% 1078
LI o e S S e o | A L1 10+ 10~ 10
ACIO BEOOTDION . 1o vir Satoair s o oot o 104 i 104
Levadarel (M VL i A oleransie - 5x 10 -
Hidrolizado de caseina .............. - - 2x18*
Kinetinn . oo pisaanalt o i 5% 107 5% 107 5x 107
1L 5 2 Bl R G B R T R e 106 106 106

(a) MyS=Medio mineral de Murashige y Skoog (1962).

naturales complejos (levadura e hidrolizado de caseina). Todos los medios después
de llevarse a pH 5.7-5.8, se autoclavaron a 120°C y 0,5 Kg/cm? de presién du-
rante 20 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Resultados de diferentes tratamientos de esterilizacion de los explantes ini-
ciales.

El tratamiento de esterilizacion mds idoneo para los tallos jévenes no suberifi-
cados extirpados de las plantas de E. scoparius utilizadas en las presentes expe-
riencias, fue la inmersién de éstas en hipoclorito cdlcico (20 g/l) durante 5 minu-
tos (Tabla 2). Tiempos inferiores de tratamiento no fueron muy efectivos en las
esterilizacién de la superficie de los tallos, conduciendo a un elevado porcentaje de
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TABLA I1

Esterilizacion de segmentos de tallos jévenes de E. scoparius: Comparacion de
diferentes tratamientos con hipoclorito cdlcico a los 38 dias de la siembra

Tiempo de esterilizacién . . . . 1 min. 5 min. 10 min. 5 min, 10 min.
Concentracion de hipoclorito 20 g/l 20 g/1 20 g/ 60 g/l 60 g/
% de explantes no necrosados (a) 83 5 0 0
% de contaminacién ........ 38 2 0 0 0

(a) Los explantes no contaminados no presentaron Necrosis,

contaminacién de los cultivos. Los tratamientos utilizando tiempos superiores de
esterilizacion o mayores concentraciones de hipoclorito, condujeron al necrosa-
miento de los explantes,

I. Induccién de callos.

L. Induccion de callos a partir de segmentos de tallos jovenes.

Los explantes crecidos en el medio basal conteniendo AIA 10-°M, formaron
callos de color verde claro en la zona del explante en contacto con el medio. Los
primeros sintomas de aparicién de callos, se detectaron a los 20-22 dias de la
siembra. Los explantes procedian de plantas en la fase de floracién, no pudiendo
concluirse si este tiempo es vélido, en general, para cualquier explante procedente
de la planta en otra fase de desarrollo. Frecuentemente, la duracién de la fase de
induccién, varia dependiendo del estado fisioldgico de las células del explante ini-
cial y de las condiciones de cultivo (Aitchison et al. 1977).

A las seis semanas de la aparicién de los callos, éstos habian ocupado total-
mente el espacio disponible en el tubo, siendo propagados a medio fresco. Su cre-
cimiento ha sido bastante vigoroso, manteniéndose en general, el color verde ini-
cial después de 10 meses de cultivo.

La sustitucion del AIA 10°M por 2-4-D 10-M, también provocd el mismo
efecto inductivo aunque no disponemos todavia de suficientes datos cuantitativos
para establecer comparaciones (Lamina 1A y C).

El 2-4-D 10-*M ha resultado también efectivo en la induccién de callos a par-
tir de pldntulas de E. scoparius, germinadas en condiciones estériles (segun resulta-
dos no publicados).

Las experiencias descritas demuestran que E. scoparius puede incluirse en el
grupo de plantas que requieren tinicamente un medio de induccién de callos senci-
llo y conteniendo una auxina como el AIA o un regulador de crecimiento relacio-
nado como el 2-4-D,
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2. Induccion de callos a partir de hojas.

Hojas estériles obtenidas por regeneracién a partir de cultivos in vitro (Ldmina
IB y F), han mostrado ser excelentes para la formacion de callos. Estos crecieron
en la zona basal de la hoja en contacto con el medio de cultivo, presentando tam-
bién color verde y no detectandose por ahora, diferencias significativas con respec-
to a los procedentes de segmentos de tallos jovenes.

III. Crecimiento y Morfogénesis.

1. Efectos del AIA y Kinetina.

Cuando los callos se cultivaron en un medio con AIA 10-°M, su crecimiento
fue bastante aceptable aunque con el tiempo, se detectaron fenomenos de diferen-
ciacién y morfogénesis (Lamina 1A).

Al cabo de 26 dias de cultivo, se detectaron zonas de color crema en algunos ca-
llos que fueron aumentando con la edad del cultivo (fig. 1). Esto es ciertamente un
fenémeno de diferenciacién entre células que todavia contienen clorofila y otras
que influenciadas probablemente por las condiciones de cultivo, han perdido esa
capacidad.

Cuando al medio anterior se le afiadié kinetina 10"M, el porcentaje de culti-
vos que presentaron color crema fue aproximadamente la mitad. Es conocido que
diversos factores ademds de las condiciones de luz, afectan al contenido de clorofi-
la de los cultivos de tejidos, incluyendo las auxinas y citoquininas. La kinetina
concretamente, estimula la sintesis de clorofila (Kaul y Sabharwal, 1971).

La presencia de AIA 10-M y Kinetina 10”'M en el medio, provoco un aumen-
to considerable en el grado de organizacion, observandose la formacion de hojas,
tallos y raices (Lamina 1B). Estos resultados estdn de acuerdo con los ya cldsicos
de Skoog y Miller (1957) que demostraron que el balance de auxina/citoquinina
en el medio de cultivo, podia controlar la morfogénesis.

La aparicién de raices se detecté a los 26 dias de cultivo (fig. 2), aumentando
rapidamente el nimero de cultivos que las presentaron. A los 80 dias de la siem-
bra, no se observaron diferencias significativas en relacién con la produccion de
raices en los dos medios utilizados. Ademas, no sabemos todavia si todas las raices
son funcionales. Por otro lado, es un hecho conocido que en diversos cultivos, la
eliminacién de auxinas del medio provoca la formacion de raices y tallos (Bhanda-
ry et al., 1969) y podriamos suponer que en un cultivo mantenido largo tiempo en
el mismo medio, ha agotado practicamente su contenido hormonal. La formacién
de tallos, sin embargo, ocurre ya en las primeras semanas. Experimentos en este
sentido se llevan a cabo actualmente en nuestro laboratorio.

La formacién de raices es muy frecuente en cultivo de tejidos pero no tanto la
formacién de hojas (Reinert et al., 1977). La excelente capacidad de regeneracion
mostrada por los cultivos de E. scoparius se ve reforzada ademds, por su facilidad
para iniciar cultivos de células en suspension creciendo en medios liquidos quimi-
camente definidos (resultados no publicados).
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PORCENTAJES DE CULTIVOS QUE PRESENTAN ZONAS CREMA

20 40 60 80

DIAS DE CULTIVO

5 7

O ATA 107°M, Kinetina 10°'M

@ AA10M

FIG. 1.—Aparicién de zonas de color crema en relacién con la edad de los cultivos de callos verdes
de E. scoparius en presencia de dos tratamientos hormonales.
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FIG. 2.—Porcentajes de cultivos in vitro de E. scoparius con raices, durante 80 dias de cultivo.
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2. Efectodel 2-4-D sobre el grado de organizacion de los cultivos.

Los resultados preliminares de la transferencia de los callos crecidos en el me-
dio con AIA 10-*M, a medios con diferentes concentraciones de 2-4-D, vienen re-
presentados en la Tabla 3 y Lamina 1.

TABLA 111

Cultivo in vitro de callos de E. scoparius. Relaciones semicuantitativas entre dife-
rentes concentraciones de 2-4D afiadidas a un medio basal de Murashige y Skoog
(1962), a los 40 dias de la iniciacion del cultivo

Concentracién de 2-4-D 10-4M 10-M 10-6M 10-"™™
Crecientn; ;oo vs vanass s N + o +++ +++
Grado de organizacién ........... 0 o + b
Formacion de partes aéreas . . . .. .. 0 0 + ++
Formacion de raices ............. 0 0 o? +

Con 2-4-D 10*M y 10-3M, los tejidos tendieron a un crecimiento desorganiza-
do (segun terminologia de Murashige, 1974) aunque manteniendo su color verde
cuando crecieron en luz continua. Cuando callos dotados de estructuras diferen-
ciadas, se transfirieron a este medio, se tornaron algo mds pdlidos y comenzaron a
formar callos a partir de las zonas diferenciadas. La diferencia mds notable entre
2-4-D 10*M y 10°M es una mayor proliferacién con esta tltima concentracién
(Lamina 1C).

El medio con 2-4-D 10°M fue mejor para el crecimiento de los cultivos, pero
a diferencia de los medios anteriores, a los 40 dias de la siembra ya se detectaba
un cierto grado de organizacion en los tejidos (Ldmina 1G). La fotografia muestra
la presencia de estructuras similares a pequefios tallos y hojas de intenso color ver-
de. Cuando callos con estructuras diferenciadas se transfirieron a este medio, di-
chas estructuras continuaron su crecimiento y desarrollo practicamente sin formar
callo.

El medio con 2-4-D 1077 produjo un crecimiento similar al que contenia 2-4-D
10M, pero aumentd bastante el grado de organizacién (Lamina 1F). Dos hechos
caben destacar: la aparicién de numerosas raices que penetraron en el medio y la
formacién de tallos y hojas de apariencia similar a la de la planta en condiciones
naturales.

3. Efecto de la proporcién 2-4-D/Kinetina sobre el grado de organizacion
de los cultivos.

Los callos cultivados en un medio con 2-4-D- 10-°*M vy kinetina 10-5M, presen-
taron un grado .e organizacion menor (Ldmina 1D) que en el medio con solo
2-4-D 10°M ("dmina 1C).



INDUCCION Y CRECIMIENTO DE CULTIVOS DE TEJIDOS 2311

Cuando la concentracién de kinetina se bajé a 10-’"M (2-4-D 10-°M, kinetina
10-"M), diversas regiones de los callos formaron estructuras diferenciadas similares
a pequefios tallos y hojas (Lamina 1J). Estos resultados son similares a los obteni-
dos empleando AIA en lugar de 2-4-D.

4. Efecto de medios nutritivos complejos.

El medio quimicamente definido MB IV (Tabla 1), disminuyé considerable-
mente el grado de organizacion de los callos (Lémina 1E) aunque estos presenta-
ron color verde intenso.

Los medios indefinidos MB V (con extracto de levadura) y MB VI (con hidroli-
zado de caseina, presentaron resultados similares al MB IV (Ldmina 1H y I).

Estos primeros resultados nos indican claramente que los mecanismos de con-
trol de la expresién genética en cultivos in vitro de tejidos de E. scoparius, pueden
ser modificados por variaciones en las condiciones nutricionales y balances hor-
monales. Esta idea puede ser extendida a la expresién del metabolismo de los glu-
cosidos cardidcos que contiene la planta, si establecemos el «lenguaje» adecuado
sometiéndola a condiciones ambientales y nutricionales especificas. Posteriores ex-
periencias son necesarias para aproximarnos a los procesos desencadenantes de los
programas de diferenciacion y morfogénesis en E. scoparius.

CONCLUSIONES

l.> Erysimum scoparius (Brouss. ex Willd.) Wettst. puede incluirse en el gru-
po de plantas que forman callos a partir de explantes sembrados en un medio mi-
neral (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con una fuente de carbono (sacaro-
sa) y una auxina (AIA o 2-4-D),

2. Los cultivos de callos de la planta mostraron una gran capacidad de rege-
neracién formando hojas, tallos y raices, por lo que constituyen un excelente siste-
ma para el estudio de procesos de diferenciacion celular y morfogénesis en plantas
superiores.

3.2 La concentraciéon de 2-4-D en el medio de cultivo influyd notablemente
sobre el grado de organizacién de los callos. Concentraciones relativamente altas
(10 y 10-°M), impidieron en gran parte, la aparicion de procesos de morfogéne-
sis, mientras que concentraciones relativamente bajas (106 y 10-"M) los estimula-
ron.

4.° El balance auxina/kinetina influyé grandemente en el grado de organiza-
cién, aumentando ésta cuando la concentracién de auxina fue 10-°M y de Kineti-
na 10-'M y disminuyendo cuando ambas clases de hormonas estuvieron presentes
a la concentracién 10-M,

5. La utilizacién de medios mas complejos con aminodcidos, vitaminas Yy ex-
tractos naturales, condujo a la formacién de callos con alto grado de desorganiza-
cion.

6.° Los presentes resultados contribuyen a apoyar el concepto de que la ex-
presion de la informacion genética en plantas superiores, puede ser modificada por
la aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento y medios nutritivos adecua-
dos.
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Ldmina 1. Efectos de diferentes tratamientos hormonales y compuestos organicos sobre el
crecimiento y morfogénesis de cultivos in vitro de E. scoparius crecidos en luz continua. To-
dos los cultivos contenian el medio mineral de Murashige y Skoog (1962) con sacarosa (30
&/1) y agar (10 g/1) suplementado con: (A) AIA 105M: (B AIA 10°M; (BE1) AJA 10-M y
Kinetina 10-"M; (€) 2-4-D 10-°M; (D) 2-4-D 10-°M y Kinetina 1075 (Ey MB IV, ver tabla 1,

() 2-4-D 107M; (G) 2-4-D 10M; (Hy MB V, ver Tabla 1; Iy MB VI, ver Tabla I; )
2-4-D 10-°M y Kinetina 10-"M.

RESUMEN

Se estudié la induccion v crecimiento de cultivos tejidos derivados de tallos jévenes y hojas
de Erysimum scoparios (Brouss. ex Willd.) Wettst, en medios nutritivos quimicamente definidos.
La induccion de callos a partir de los explantes iniciales requirié inicamente un medio sélido de
Murashige y Skoog con sacarosa y dcido 3-indolacélico (AIA) 10" M o dcido 2 - 4 - diclorofeno-
xiacético (2-4 - D) 10" * M.

Se observaron hojas. tallos y raices en callos cultivados en el medio basal con AIA 10° M y
kinetina 107 M o con 2-4- D 107 M. Altas concentraciones de 2 - 4 - D (107, 10" M) produjeron
tejidos desorganizados. Por otro lado, los medijos indefinidos conteniendo extractos naturales
complejos. fueron mejores para el mantenimiento de un estado no organizado en los callos, Cam-
bios en la proporcion de auxina/kinetina fueron también importantes,
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