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ABSTRACT. Cell callus formation by tobacco tissue culture and iso-
lation of cell suspensions from this callus in liquid medium were
studied . The plant regeneration ability of both cell lines was evaluated
by "in vitro" organogenesis . Callus and cells suspensions cultures with
adecuate growth velocities were obtained. This cell lines have been
kept alive for more than 6 months . In both cell lines, induction of
organogenesis and plant regeneration "in vitro" was possible . The
plants isolated have been growing normaly after transfer to the green-
house .
RESUMEN. Se estudi£ la formaci£n de callos celulares por cultivo de
tejido de tabaco y se ensay£ la obtenci£n de suspensiones celulares
en medio l°quido a partir de los callos obtenidos . Ambas l°neas celula-
res fueron evaluadas en su capacidad de regenerar plantas por organo-
g§nesis. Se lograron callos y suspensiones celulares con adecuada
velocidad de crecimiento en cultivo. Estas l°neas celulares se mantu-
vieron vivas por m•s de 6 meses . En ambas l°neas celulares, se logr£
la inducci£n de la organog§nesis y la regeneraci£n de plantas "in vitro"
que han crecido normalmente al pasarlas a tierras .

INTRODUCCION

Cuando un tejido de plantas superiores se cultiva "in vitro" en un medio
apropiado da lugar a un callo celular en un gran n±mero de especies' .
Este fen£meno en particular en tabaco ha sido bien estudiado 2 . Los callos
celulares resultantes en tabaco son friables en determinados estadios de
crecimiento y al pasarlos a medio l°quido se disgregan sus c§lulas, y
por agitaci£n continua, es posible establecer suspensiones celulares de
rango de una a cientos de c§lulas estables3 . Estas suspensiones celulares
pueden llevarse a escala de fermentadores y de tanques industriales .
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Lo anterior posibilita disponer por primera vez en plantas de un sistema
hom£logo al de microorganismos, sobre el que pueden emplearse los
esquemas tradicionales de mejoramiento gen§tico y bioqu°mico . Pode-
mos, por tanto, obtener l°neas de c§lulas resistentes a enfermedades,
hiperproductoras de determinados metabolistos, etc .4-6 .

Para aprovechar y comprobar las propiedades observadas en las l°neas
celulares es necesario, regenerar plantas de las mismas . Esto es posible
por el hecho de que a partir de c§lulas de plantas se puede, por combi-
naci£n de hormonas del crecimiento, inducir la formaci£n de hojas y
ra°ces (organog§nesis) o directamente inducir la formaci£n de embrio-
nes de plantas (embriog§nesis) . A esta propiedad espec°fica a las plantas
se denomina totipotencia .

La totipotencia de callos celulares en suspensi£n se puede perder des-
pu§s de mucho tiempo en condiciones de cultivo 1 .

El objetivo de este trabajo fue el establecimiento de callos y suspensiones
celulares de tabaco por los m§todos de cultivo de tejido y la regenera-
ci£n de plantas de los mismos por la v°a de la organog§nesis, despu§s
de varios meses del establecimiento de las l°neas celulares .

MATERIALES Y METODOS

Obtenci£n, y propagaci£n de plantas en condiciones est§riles . Semillas de
Nicotiana tabacum de la variedad comercial Corojo, fueron esterilizadas
durante 30 minutos con hipoclorito comercial diluido 1 :1 en agua. Se
lavaron 2 veces con agua est§ril y fueron distribuidas sobre medio RM
(Tabla I) en pomos de 500 ml con tapas met•licas . (A partir de este
paso, todas las operaciones a menos que se indique fueron realizadas
est§rilmente) . Los pomos fueron colocados a 25…C con una iluminaci£n
de 4000 luxs hasta la germinaci£n. Pl•ntulas germinadas de 2 cm de
alto,, fueron transferidas individualmente a medio RM en pomos cuyas
tapas fueron horadadas y selladas con algod£n, para facilitar la respi-
raci£n. Las plantas de 8-12 cm, as° obtenidas, fueron extra°das, y sus
yemas terminales y axilares cortadas de las hojas y tallos .

Dos yemas fueron introducidas en el agar de cada pomo conteniendo
medio RM,'de forma que el punto de crecimiento quedara hacia arriba .
Las plantas resultantes de estas yemas sirvieron como fuente de tejido
y como fuente de yemas para continuar la propagaci£n por esta v°a .



TABLA I

Medios de cultivos empleados

Esterilizar 25-30 minutos a 0,7 atm£sferas
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Compuesto RM RMNO RMPG RMO

NH4N03 1650 1650 1650 1650

KNO3 1900 1900 1900 1900

CaC12 e 6H2O 655 655 655 655

MgSO4 e 7H,O 370 370 370 370

KH2PO4 170 170 170 170

FeSO4 e 7H,0 27,8 27,8 27,8 27,8

EDTA 37 37 37 37

H3BO3 6,2 6,2 6,2 6,2

MnSO4 e 4H,O 22,3 22,3 22,3 22,3

ZnSO4 e 4H20 8,6 8,6 8,6 8,6

KI 0,83 0,83 0,83 0,83

Na2MoO4 e 211,0 0,25 0,25 0,25 0,25

CuSO4 e 5H20 0,025 0,025 0,025 0,025

Co+C12 e 6H20 0,025 0,025 0,025 0,025

Meso-inositol 100 100 100 100

Glutamina - - 200

Tiamina 1,0 10,0 1,0

Kinetina - 0,04 0,1 0,5

Acido Indolac§tico - 3,0 - 2,0

Acido 2,4, diclorofenoxiac§tico - 0,1 0,1

Agar No. 3 8000 8000 - 8000

pH 5,8 5,8 5,8 5,8
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Obtenci£n de callos celulares . Hojas de 2-3 cm de largo fueron extra°das
de plantas crecidas durante 30-40 d°as en pomos de 500 ml . Se cortaron
en piezas de 0 .5-1 cm2 y se depositaron sobre el medio agar RMNO (Ta-
bla I) en tubos de ensayos . Porciones de 100-200 mg de los callos resul-
tantes, fueron transferidos a medio RMNO fresco cada 30 d°as . Estos
agregados celulares friables, sirvieron para iniciar suspensiones celulares
y regenerar plantas directamente de los mismos .

Obtenci£n de suspensiones celulares . Aproximadamente 500-800 mg de
callos celulares fueron transferidos a erlenmeyers de 500 ml conteniendo
de 50-80 ml de medio l°quido RMPG (Tabla I) . Los frascos fueron colo-
cados en una zaranda reciprocante a 60 rpm y 30…C en la oscuridad .
Cada 20 d°as se dejaron reposar 10-20 minutos y los agregados celulares
fueron desechados de la suspensi£n por decantaci£n a otros frascos de
500 ml est§riles. Se adicion£ el volumen de medio RMPG necesario y se
coloc£ en las mismas condiciones .

Regeneraci£n de plantas a partir de callos celulares . Porciones de 50-100
mg de callos fueron pasados a medio RMO (Tabla I) en erlenmeyers de
100 ml . Se colocaron a 25…C y 5000 lux hasta la inducci£n de m±ltiples
pl•ntulas sin ra°ces . Estas pl•ntulas fueron extra°das y sus yemas termi-
nales cortadas como anteriormente y transferidas a frascos de 500 ml
conteniendo medio RM .

Las plantas resultantes de las yemas, fueron transferidas a tierra est§ril
despu§s de desarrollar un buen sistema radical . Estas plantas se dejaron
en condiciones artificiales de 25…C y 5000 lux de iluminaci£n durante una
semana con suministro diario de agua y fueron trasladadas a un vivero
con luz natural atenuada y regad°o diario .

Regeneraci£n de plantas de suspensiones celulares . Aproximadamente
5 ml de la suspensi£n celular en fase exponencial de crecimiento fueron
transferidos sobre la superficie del medio RMPG solidificado con 0,8%
de agar en placas Petri . De cada c§lula o agregado celular resultaron
colonias semejantes a las microbianas, cuyo crecimiento ulterior cubri£
toda la superficie de las placas de callos celulares semejantes a los obte-
nidos de tejido de tabaco . De estos callos se regeneraron plantas por la
misma v°a descrita anteriormente .
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RESULTADOS Y DISCUSION

Plantas en condiciones est§riles . Se confrontaron problemas con la este-
rilizaci£n directa del tejido a usar para la formaci£n de callos celulares,
dado que el hipoclorito comercial empleado result£ t£xico para el tejido .
Por ello se decidi£ esterilizar las semillas que son m•s resistentes al
hipoclorito y propagar el semillero obtenido . Las plantas resultantes de
esta forma, fueron propagadas vegetativamente . Despu§s de sembrar las
yemas en medio RM, a los 20-25 d°as resultaron plantas de 8-10 cm
(Fig . 1) con un sistema radical vigoroso . Este proceso se repiti£ durante
5 generaciones sin cambios morfol£gicos ni develocidad de crecimiento
apreciables .

Fig . 1. Plantas regeneradas de yemas terminales de crecimiento .

Callos celulares . Despu§s de 15 d°as de cultivo m•s del 20% del tejido
formaba agregados celulares . A los 40 d°as la callosidad celular cubr°a
todo el tejido inicial, realiz•ndose el primer pase a medio nuevo . Los
pases siguientes fueron realizados cada 30 d°as . Durante este tiempo el
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volumen inicial del callo celular aument£ de 5 a 8 veces. La mayor velo-
cidad de crecimiento se observ£ despu§s de 15 d°as del pase . En este
estado, una masa celular friable de color carmelita blanquecino se pro-
dujo (Fig . 2) . Esta l°nea celular se ha conservado viva durante 8 meses .

Fig . 2. Callos celulares despu§s de 15 d°as de cultivo .

Suspensiones celulares . Despu§s de 12 a 15 d°as del in£culo del callo ce-
lular en medio l°quido era apreciable el aumento de turbidez en los
frascos en agitaci£n . La Fig . 3 muestra la curva de crecimiento obtenida
para las suspensiones celulares . Se observa que entre los 18 y 20 d°as se
alcanza la fase estacionaria por cuya raz£n, los cambios a medio del
cultivo se realizaron cada 20 d°as .

Las c§lulas y agregados celulares resultantes (Fig . 4) tienen una morfo-
log°a similar a la reportada en la literatura', observ•ndose c§lulas en
divisi£n. Sin embargo, debido a que las condiciones de agitaci£n no fue-
ron las id£neas (zaranda rotatoria a 100-150 rpm) el tiempo de dupli-
caci£n celular calculado de la curva de crecimiento fue de 72 horas
cuando deb°a esperarse de 24 a 48 horas de acuerdo con la pr•ctica .
No obstante, los rendimientos celulares en el orden de 2-3 X 10 1 c§lu-
las/ml corresponden a lo esperado .

Regeneraci£n de plantas . Los callos celulares pasados a medio RMO
despu§s de 5 meses de cultivo aumentaron en volumen inicialmente y a
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los 15 d°as aparecieron puntos verdes en su superficie. De estos puntos
surgieron m±ltiples pl•ntulas sin ra°ces que a los 30 d°as cubr°an toda
la superficie del frasco. De las yemas de estas pl•ntulas primordiales
resultaron plantas m•s vigorosas que desarrollan ra°ces a los 15-20 d°as
de cultivo . Estas plantas al alcanzar un tama‡o de 8-10 cm fueron pa-
sadas a tierra .
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Fig. 3 . Curva de crecimiento de la suspensi£n celular . X y
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Fig. 4. C§lulas libres y agregados de la suspensi£n celular .
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La' Fig . 5 muestra las plantas obten das de callos celulares despu§s de 3
meses de pasadas a tierra . El crecimiento de §stos ha sido un poco
retardado en relaci£n a las plantas normales posiblemente por las ma-
nipulaciones efectuadas . La morfolog°a sin embargo, es similar a los
controles. Pruebas en cuanto a germinaci£n y caracter°sticas genot°picas,
quedan por realizar .

Fig . 5. Plantas regeneradas por cultivo de tejido de callos celulares, pasadas
a tierra .

Fig . 6. Plantas regeneradas a partir de suspensiones celulares pasadas a tierra .
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Las plantas regeneradas de suspensiones celulares mostraron un de-
sarrollo similar a las anteriores . El paso cr°tico en este caso fue obtener
primero el callo celular de las suspensiones . Estos callos fueron obteni-
dos despu§s de distribuir las c§lulas de la suspensi£n celular sobre medio
agar . A los 15 d°as se formaron peque‡as colonias celulares de cada
c§lula o agregado celular y a los 40 d°as, todas las placas Petri estaban
cubiertas por el callo celular derivado por divisiones sucesivas de estas
colonias . De estos callos celulares se regeneraron las plantas .

La Fig . 6, muestra las plantas regeneradas a partir de suspensiones ce-
lulares despu§s de 1 mes de pasadas a tierra . Estas plantas fueron rege-
neradas de suspensiones celulares iniciadas 4 meses antes . Es conocido
que despu§s de prolongados cultivos, estos sistemas pierden la capacidad
de regeneraci£n de plantas o se obtienen plantas atrofiadas en su germi-
naci£n o morfolog°a . Sin embargo, en nuestras condiciones para sus-
pensiones con esa vejez, se observaron plantas de morfolog°a y vitalidad
semejante a las plantas obtenidas por la v°a tradicional .

CONCLUSIONES

Este sistema que brinda la posibilidad de desarrollar a partir de tejidos
de tabaco, callos y suspensiones celulares y de §stos inducir y regenerar
plantas completas, puede ser empleado en la b±squeda de nuevas varie-
dades por los m§todos de cultivo de tejido en nuestro pa°s .
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