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ABSTRACT: Callus cultures of Erysimum scoparium from a year of age
line were culture during 4 subcultures on a free hormones medium.
These cultures mantained its growth during the experiment showing a
phytohormone-autotrophy. The possibility that these cultures can be
habituated is discussed.
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RESUMEN: Cultivos de callo de Erysimum scoparium procedentes de una
linea de cultivo de un afio de edad, fueron mantenidos durante cuatro
replicajes en un medio carente de hormonas. El crecimiento de los
cultivos se mantuvo durante la experiencia exhibiendo una para hor-
monas vegetales. Se discute la posibilidad de que estos cultivos
sean cultivos habituados.
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INTRODUCCION

La iniciacién y posterior mantenimiento de cultivos de tejidos vegetales
in vitro requiere normalmente la inclusién de reguladores de crecimiento en el me-
dio de cultivo. Es frecuente que la presencia de fitohormonas naturales del tipo
de las auxinas o de sustancias con actividad auxinica, sea decisiva para el esta-
blecimiento de los cultivos. En otros casos, la adicién de citoquininas puede me-
Jorar el efecto de las auxinas o ser incluso imprescindible para la supervivencia
de las células.

Una excepcidén notable la constituye la autotrofia para hormonas que exhi-
ben los tejidos tumorales que pueden proliferar en un medio carente de este tipo
de sustancias. Sin embargo, en ciertas ocasiones, los cultivos de tejidos pueden
perder gradualmente sus necesidades de hormonas exdgenas pudiendo llegar a crecer
en un medio carente de ellas a semejanza de los tejidos tumorales (BENNICI, 198&3).
Se dice entonces que los cultivos estdn "habituados'. GAUTHERET (1955) fue el pri-



mero en proponer que el fendmeno de la habituacidén podria ser una transformacién
de tipo epigenético. Esto fue puesto de manifiesto por LUTZ (1971) al lograr la
regeneracién de plantas a partir de células aisladas de cultivos habituados.

En nuestro laboratorio hemos estudiado la induccidn y crecimiento de culti-
vos de callo de Erysimum scoparium (Brouss. ex Willd.) Wettst, a partir de dife-
rentes tipos de explantos (PEREZ FRANCES et al., 1982; 1985). Estos cultivos pue-
den iniciarse y crecer en un medio de MURASHIGE y SKOOG (1962) pero con sblo auxi-
na presente y su capacidad morfogenética ha sido puesta de manifiesto, incluso en
cultivos de un afio de edad (Resultados no publicados).

En experimentos preliminares, se ha puesto de manifiesto que cultfivos de
callos de E. scoparium podian crecer en un medio de cultivo sin hormonas. a una ta-
sa de crecimiento similar a la obtenida en presencia de la auxina &cido 2,4-diclo-
rofenoxiacético 10 M. Este fendmeno podria ser debido a un proceso de habituacién
o a la persistencia de la auxina en los tejidos después de su eliminacidn en el
medio de cultivo. Para intentar comprobar cual de éstas alternativas podria ser la
real, hemos realizado las experiencias que se describen en el presente trabajo.

MATERIAL Y METODOS

1. Material.

El material utilizado en'el presente trabajo consistid en cultivos de callo
de un afio de edad iniciados a partir de segmentos de tallos jévenes de Erysimum
scoparium (Brouss. ex Willd.) Wettst. (PEREZ FRANCES et al., 1982).

2. Métodos.

Las técnicas y condiciones de cultivo utilizadas en el presente trabajo fue
ron similares a las descritas por PEREZ FRANCES et al., (1982).

El mantenimiento de los cultivos de callo se realizd repicéndolos a un me-—
dio fresco cada 30 dias durante un afio. En ésta fase el medio de cultivo utiliza-
do fue el descrito por MURASHIGE y SKOOG (1962) suplementado con &cido 2,4-diclo-
rofenoxiacético (10 M) y sin citoquininas. En una segunda fase, los cultivos fue
ron transferidos a un medio fresco cada 30 dias durante cuatro meses. El nimero de
cultivos utilizados en cada replicaje fue de 48. Los recipientes de cultivo fueron
tubos de ensayo (30 x 160 mm) conteniendo 20.8 ml de medio. Se realizaron andlisis
de peso fresco y seco y se calcularon las medias y desviaciones tipicas, que son
representadas en la figura 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cultivos de callo de E. scoparium son capaces de crecer en un medio ca-
rente de hormonas de crecimiento. Como se observa en los histogramas de la figura
1, el peso fresco de los cultivos se mantuvo constante durante los cuatro meses de
la experiencia. Los resultados de peso seco mostraron una mayor variabilidad como
se observa en la gréafica y aunque durante el tercer y cuarto mes, el peso seco es
algo menor que durante los dos primeros meses, el crecimiento de los cultivos es
evidente.

Estos resultados apoyan la idea de que esta linea de cultivo es de tipo ha-
bituado pues en principio debemos suponer que después de cuatro meses de crecer en
un medio sin hormonas, podemos concluir que toda la hormona exdgena procedente de
la fase de cultivo en el medio de mantenimiento conteniendo &cido 2,4-diclorofeno-
xiacético, ha sido eliminada.

Parece claro que estos cultivos tienen la capacidad de producir sus propias
hormonas como ocurre con los tejidos tumorales. No podemos de todos modos, consi-
derar a estos cultivos como tumorales. Los tejidos tumorales crecen en un medio



carente de auxina y la adicién de hormona no mejora su crecimiento (STREET, 1969),
mientras que los callos de E. scoparium son sensibles a una concentracién adecua—
da de acido 2,4-diclorofenoxiacético aunque pueden crecer en ausencia.de hormonas.
Queremos recalcar que estos cultivos supuestamente 'habituados' se obtuvie—
ron sin ningln tratamiento especial para tal fin. FURUYA et al., (1983) obtuvieron
callos habituados de Panax ginseng por sucesivos tratamientos con bajas concentra-
ciones de &cido 2,4-diclorofenoxiacético. En otros casos, la autonomia ha podido
conseguirse por el tratamiento de los cultivos con agentes mutdgenos (KUROSAKI et

al., 1981). Ninguno de éstos ha sido nuestro caso, habiendo surgido la autonomia
hormonal de forma espontanea.

. PESO INICTAL
[::] PESO FINAL

PESO FRESCO PESO SECO
o
2000 } =
~ &
o =,
g 3
e <
—
O B
E:
1000 L sk
100}
wflmlm
10 20 30 40 10 20 30 40

REPLICAJES

FIG. 1. Resultados de peso fresco (izquierda) y peso seco (derecha) de cultivos
de callo de E. scoparium creciendo durante 4 replicajes en un medio sin hormonas
de crecimiento. Cada replicaje se realizd a los 30 dias del anterior. Se indican

para cada replicaje, el peso medio inicial y final y las correspondientes desvia-
ciones tipicas.
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