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ABSTRACT: A "in vitro" system of Sideritis cretica was induced. So differents parts -
of the plants was tested to obtain a callus culture in a solid medium. Six months af
ter and by a selection method, friables callus explants from petiole was taken for -
the obtention of a cell suspension culture.
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RESUMEN: Se indujo un sistema "in vitro" de Sideritis cretica. Para ello se analiza-
Ton diferentes partes de la planta, cara a la obtencion de un cultivo de callos en -
medio sdlido. Tras seis meses de seleccidn se tomaron como explantes callos friables
derivados de peciolo, para la obtencién de un cultivo de células en suspensidn.
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INTRODUCCION

Las técnicas de cultivo "in vitro" de callos (masas celulares mas o menos amorfas) y de célu-
las en suspension (células aisladas y/o pequefos agregados celulares en medio 1liquido), son utilizadas
no s6lo camo un sistema bastante elegante en investigacidn bdsica, sino también camo técnicas revolu-
cionarias en la investigacion aplicada que dan pie a la Biotecnologia Vegetal (STABA, 1980; VASIL,
1984) .

Las células pierden la plasticidad del estado erbrionario al entrar en un programa de dife-
renciacion. Sin embargo, la mayoria de las células vegetales retienen su potencial para regresar a un
estado meristemdtico. Mediante las técnicas de cultivo "in vitro" se puede lograr que ciertas células
diferenciadas e integradas en un tejido de la planta lleguen a desdiferenciarse hasta formar masas ce
lulares susceptibles de proliferar indefinidamente en cultivo.

En el presente trabajo se describe la puesta a punto en nuestro laboratorio de estos dos sis-
temas "in vitro" (cultivo de callos y de células en suspension) para Sideritis cretica.

La eleccion de este material se ha hecho en base al interés despertado por los estudios rea-
lizados en varias especies del género Sideritis, donde se han aislado una amplia gama de metabolitos -
secundarios como diterpenos, triterpenos, estercles, flavonas, cumarinas, glucosidos esteroideos y -
lignancs, la mayoria de ellos de incuestionable interés, dada la actividad bioldgica que presertan, -
(FRAGA, 1982).

MATERIAL Y METODOS

1. Material

Tallos, nudos, peciolos y hojas de plantas jovenes de Sideritis cretica abtenidas a partir -
de semillas recolectadas en la localidad de Ayosa (2000 msm), qﬁe fueron germinadas en macetas y uti -
lizadas como material de partida al alcanzar un temafo medio de 35 a 40 am.



2. Métodos.

La esterilizacién del material para la iniciacion del cultivo se 1levé a cabo en alcohol eti-
lico al 70%, hipoclarito célcico al 1% durante 10 minutos, y una serie de lavados en agua estéril. Pa-
Ta la induccidn del cultivo liquido se utiliz6 como explante primario callos obtenidos sobre medio s6-
lido.

La seleccidn, escisidn y siembra de los explantos se realizé al azar entre el material de di-
ferentes ejemplares. Las condiciones de cultivo se establecieron de acuerdo con VALDES (1984), mante-
niendose los mismos bajo la luz continua (3000-3600 1ux) y a 25 grados Centigrados.

3. Técnicas de cultivo.

Se trabajé con un medio basal compuesto por las sales minerales propuestas por MJRASHIGE y -
SKOOG (1962), suplementadas con sacarosa (30 g/1), tiamina (0,1 g/1), piridoxina (0,5 mg/1) y dcido --
nicotinico (0,5 mg/1). Esta composicidn de nutrientes se utilizd tarto para el medio sdlido camo para
la experiencia en medio liquido (este sin agar). el pH se mantuvo entre 5,7 y 5,8. En los experimentos
realizados se utilizaron las fitoharmonas dcido 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D) ; 6-Furfurilaminopuri-
na (Quinetina) y el dcido Naftalemacético (NAA); a diferentes concentraciones. Los recipientes de cul-
tivo fueron tubos de ensayo (36x160 mm) conteniendo 20,8 ml/tubo para las experiencias en medio sélido
miertras que para el medio 1iquido se utilizaron erlemmeyers de 250 ml con 50 ml de medio sin agar.

4. Cultivos en suspension.

Para la iniciacion de los cultivos en suspensidn se colocaron los explantos de callos disgre-
gables de 2-5 g. de peso fresco en 50 ml de medio y se les sametic en un agitador Kitterman a 130 rpm.
Tras los primeros 10 dias de cultivo inicial se filtré (P de poro: 1 mm) para eliminar del medio los
grandes agregados celulares y los restos del explanto inicial. El filtrado se utilizé camo indculo pa-
Ta mantener el sistema en suspensidn, toméndose 5 ml del mismo por cada 50 ml de medio fresco. Esta o-
peracion se repitid cada 20 dias aproximadamente (fig. 1).
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Figura 1.: Mecdnica de cultivo seguida.




Eigura. 2:

(A) Formacidn del callo a partir del entorno

del haz vascular del peciolo.

(B,C y D) Diferentes tipos celulares presentes
en los cultivos en suspencién de S. cretica.
(A,C,D x10; B x40).



RESULTADOS Y DISCUSION

Si b@en se logrd la obtencicn de callos desde los diferentes explantos utilizados, los indices
de oon‘;anmacmn determinaron un rendimiento excesivamente modesto, salvo en el caso de los explantes -
de peciolo. Pensamos que esta circunstancia podria ser motivada por el hecho de que en dicha zona de
la plarta el indumento de recubrimiento presenta un menor espesor, permitiendo par tanto que el trata-
miento de desinfeccidén sea efectivo.

Los resultados obtenidos con el uso de NAA, solo o en cambinacidn con quinetina, muestran una
altl'.a tasa arganogenética junto a un cierto grado de callogénesis. La carbinacidn de 2,4-D (2 mg/1) con
qume_.'tina (1 mg/1) resulta muy eficaz para la induccidn de callos en nuestro material. No obstante los
cult}vqs_se mantuvieron durante seis meses, al objeto de seleccionar aquellos que presentaran una tasa
de divisicn alta, hamogeneidad en textura, pigmentacidn, y un grado de disgregabilidad alto. E1 medio -
repcxr.'lgado cano més eficaz para la induccidn de los cultivos (2,4-D/Quinetina) trancurrido ese tiempo, -
no di6 lugar a fendmenos de arganogénesis, destacando incluso la ausencia de elementos citodiferencia——
dos, frecuentes en cultivo de tejidos, camo son las traqueidas, formadas "de novo" (FUKUDA y KOMAMINE,-
1985) . De ahi que se partiera de los mismos para establecer los cultivos liquidos.

En cuanto a estos cultivos, WANG y STABA (1983) demostraron, que si la cantidad de indculo en
el medio ]_icpido es pequefa, la fase de latencia del cultivo es larga (las células aisladas se dividen
a menar Titmo que los agregados), asi, cuanto mds grandes y numerosos son los agregades, mayor es la ta
sa de divisidn. Considerando esta circunstancia y para garantizar el desarrollo inicial del cultivo de
células se partid de una cantidad de indculo adecuada al volumen del medio nutritivo. Esta resultd ser
de 5 ml del filtrado de células en suspension. Nos cercicramos de la presencia en este volumen, tanto -
de células aisladas ‘como de pequefios agregados celulares, a fin de reducir al minimo la fase de laten-
cia, (fig. ).

Las suspensiones en cada pasaje ofrecieron un aspecto mds o menos opaco, con una coloracion -
que evoluciond desde un amarillo verdoso en los primeros dias, a un marrdn cremoso en los Gltimos. Al-
gunos agregados presertaron una coloracicn verde, indicando la presencia de clorofilas.

La observacién microscdpica reveld la existencia de una importante cantidad de células aisla-
das junto a pequefios agregados celulares (14mina 1). Llamaron la atencidn la presencia de células al-
tamente vacuoladas, con formas y dimensiones inusuales. La aparicidn de células gigartes, extremadamen
te largas y de pequefio didmetro puede ser atribuido a poliploidia celular (BAYLISS; 1973), camponentes
del medio cano €l 2,4-D y la quinetina (STREET, 1979), o envejecimiento celular (WANG y STABA, 1963),-
fendmenos par otra parte muy frecuentes en cultivos de tejidos (LIN y STABA, 1961).
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