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Regeneracion de plantas fértiles de tabaco
(Nicotiana tabacum L.) var. Corojo Especial
a partir de protoplastos del mesdfilo foliar
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RESUMEN. F! tabaco (Nicotiana tabacurh L.) es considerado una especie modeto en
los trabajos de laboratorio, ademas del interés econémico que tiene para muchas re-
giones. Por esta razén, se hacen esfuerzos para el mejoramiento genético de diferen-
tes variedades por ingenieria genética y cultivo de tejicos. En este trabajo, se reporta
un pratocolo eficiente para el aislamientoy cultive de protoplastos a partir del meséfilo
dela variedad comercial de tabaco Corojo Especial, asi como la obtencién deplantas a
partir de ellos. Se obtuviercn entre 3 y 3,5 - 10° protoplastos por gramo de tejido fresco
digerido utilizando material vegetal de plantas crecidas por 6 semanas en condiciones
de cultive in vitro. La densidad de cultivo requerida para garantizar una constante
divisién debe ser de 0,5 - 10° protoplastos/mL o supericr, las primeras divisiones se
observan alos 6 47 d . En las condiciones de cultivo, los microcallos pueden ser obser-
vados a los 15 d en el medio que contiene la mezcla de K3 ¥ 1a dilucién H con 6,1 mg/
L de acido 24-Giclorofenoxiacético, 0,2 mg/L de 6-benzilamincpurina y 1,6 mg/L de
acido naflalenacético. M4s de un 75 % de los protoplastos cultivados formaron eolo-
nias cetulares. Los callos obtenidoes se pusieron a regenerar plantas en medio MS con
1,0 mg/L. de 6-benzilaminopurina. La eficiencia de regeneracion de plantas a partir de
los microcallos alcanzd un 0,88 %, lo que demuestra gue no existe una marcada in-
fluencia del genotipo al cultive de protoplastos de Nicotiana, ya que las frecuencias de
regeneracién obtenidas para la variedad Corojo Especial son similares a las reporia-
das para otras variedades “modelos” de este cultivo, comoes el caso de la Petit Havana
(SB-1). Las plantas regeneradas crecieron ¥ enraizaron sin dificultad en medio
Murashige y Skoog libre de horrmonas.

ABSTRACT. Tb date, Nicotiona tabacum L. has been considered a very useful tool as
experimental laboratory mode] and, for many regions worldwide, it also constitutes a
very impertant commercial crop. For these reasons, great efforts are directed to the
genetic improvement of different tobacco cultivars by means of genetic engineering
and tissue culture techniques. In this papet, an efficient protocel for protoplast isola-
tion, culture and plant regeneration from the leaf mesophyll of the tobaceo comrner-
cial variety Corojo Especial is described. By using this technology, the authors ob-
tained about 3 and 3,5 - 10° protoplasts per gram of enzymatically digested fresh tissue
from in vitro cultures plants. A planting density of 0,5 - 10° protoplastsfmL or higher is
required for a constant multiplication rate, occurring first divisions after 6 or 7 d
culture. The microcalli formation can be observed in about 15 d of culture in a mixture
of K3 mediurn and H solution and containing 0,1 mg/L of 2 4-dichlorophencxyacetic
acid, 0,2 mg/mL of 6-benzylaminopurine and 1,0 mg/mi of naphthalenacetic acid.
More than 75 % of cultured protoplasts formed cell clusters. The resultant calll were
cultured for plant regeneration in MS medium supplemented with 1 mg/mlL of &
benzylaminopurine. The plant regeneration efficiency reached 0.88 %, which is simi-
lar to the values reported for “model varieties” as Petit Havana (SE-1). Based on this
observation, it was concluded that protoplast culture in Nicotiana is little genotype
dependent. Regenerated plants grew and rooted well in Murashige and Skoog me-
dium without hormones.

INTRODUCCION

Los protoplastos son células des-
provistas de pared, que pueden ser
obtenidas en grandes cantidades a
partir de diferentes tejidos y érganos
como resultado de un tratamiento
enzimatico. Enla actualidad, los pro-
toplastos de células vegetales gene-
ralmente se obiienen a partir de las
células del meséfilo de la hoja o de
suspensiohes celulares establecidas
en dependencia del cultivo que se
trate.

Los protoplastos constituyen el
Unico sisterna para demostrar la to-
tipotencia de la célula vegetal y es-
tudiar la estructura y funcién de las
células vegetales,! asi como los pre-
cesos gue en elia se llevan a cabo,
que incluyen desde la regeneracion
de la pared a partir de la membrana
plasmética? hasta la division y mul-
tiplicacién celular.? Se conocen dife-
rentes aplicaciones de los estudios
de protoplastos en la Biologia Vege-
tal (Tabla 1).

Actualmente, los pretoplastes
son blanco directo en los traba-
jos de mejoramiento geneético
moderno, a partir del desarrolio
de la manipulacién genética in
witro, ya sea en la transferencia
directa de genes exfgenos a su
interior con caricter transitive o
estable, 0 en la obtencidn de
plantas hibridas y(c) cibridas como
consecuencia de la fusién de pro-
toplastos de especies incompati-
bles sexualmente; de aqui se des-
prende que el éxito en la regenera-
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cién de plantas a partir del culiivo
de protoplastos es un factor impor-
tante en los trabajos de mejoramien-
to vegetal con el emplec de técni-
cas de Biologia Celular y Molecular.

Por sus caracteristicasg, el cultive
del tabaco ha sido considerado “mo-
delo” en los estudios del cultivo in
vitro de 6rganos y tejidos y también
es utilizado como tal, junto a Arabi-
dopsis thaliana en los estudios bé-
sicos de Biologia Molecular Vegetal,
constituyendo un excelente mate-
rial para el estudic de promotores y
vias para potenciar la expresién de
genes exdgenos en cultivos de inte-
rés econémico. Por consiguiente, los
trabajos en Nicotiana fabacum L.
son realizados basieamente en las
variedades Xanthy y Petit Havana
(SR1) ¥ no en variedades de inierés
econdmice.

En los programas de mejora-
miento varietal donde la planta de
tabaco es considerada una especie
de inlerég econdmico, se hace nece-
saric optimizar un conjunto de me-
todologias a nivel celular y molecu-
lar que permitan explotar la factibi-
lidud de este cultivo a ser mejorado
medianie técnicas de la biologia
moderna.

Numeresos protocoles de rege-
neracién de plantas a partir de pro-
toplastos han sido reportados has-
ta la fecha para diferentes géneros
y especies, cada ung con su particu-
laridad,! aungue todos coinciden en
la valoracion que se hace del mate-
rial de partida, la dilucion enzimé-
tica, la osmoticidad, los elementos
nutrientes del medijo y el protocolo
de obtencién de los protoplastos.

El propésito de este trabajo es
describir un protocolo eficiente para
la regeneracién de plantas de la va-
riedad comercial Corojo Especial a
partir de protoplatos del meséfilo
de las hojas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Semillas de Nicotiang tabacum
L. de la variedad Coerojo Especial,
fueron esterilizadas superficial-
mente en una dilucidn de hipocio-
rito de sodic 6,0 % durante 10 rin;
seguidamente fueron lavadas cua-
tro veces en agua destilada esiéril ¥
finalmente, se cultivaron por 6 sema-
nas en rmedio MS® libre de hormonas
con 0,8 % de fitoagar {Sigma, UJSA).

Aislamiento de protoplastos

Las hojas de planias de 6 sema-
nas (Fig. 1A) fueron cortadas en ti-
ras perpendiculares al nervio cen-

tral y se incubaron a 28 °C en la di-
lucidén enziméatica[1,2 % de celulasa
“Onozuka R-18" (Yakult Honsha),
0,6 % macerozima “R-10" (Seishin
Pharmaceutical) disueitas en me-
dio K3 (Tabla 1)* esterilizado todo
por filtracién] durante un periodo
de tiempo de 14 a 16 h, en la oscuri-
dad ¥ sin agitacion. En cada diges-
tién se utilizé 1 g de hojas con 15 ml.
de dilucidn enzimética.

El material digerido se filtré a
través de mallas de nylon de 100 y
50 mm (Specirum, USA), que se la-
varon con pequefos volimenes de
medio K3.

La suspensidn de protoplastos
{Fig. 1B) se homogenizd y distribu-
v& cuidadosamente en tubos de
centrifuga de 15 ml. que previa-
mente econtenian 1 mL de ia dilu-
cién W5 (Tabla 2Y v ge centrifugd
durante T min a 80 g. Los protoplas-
105 viables se encontraron en la
interfase, de donde fueron colecta-
dos con pipeta Pastour y pasados a
nuevoes tubos de cenirifuga en
alicuotas de § mL . Los protoplas-
tos se homogenizaron con 8 mL de
Ia dilucién W5 y se centrifugaron
durante 5 min a 80 g, Los que precipi-
taron, fueron resuspendidos en 1 mL
de la dilucion W5 para repetir este
lavado. El precipitado final se
resuspendio en 10 mL de medio K3
de donde se tomo una alicucta para
el conteo ¥ por ltimo, se ajustd la
poblacion de células a una concen-
tracién de 1 - 10® protoplastos/mlL .

Cultivo de protoplastos

Se tomaron 0,5 mL de la suspen-
sién de protoplastos ¥ se colocaron
en forma de gota en el centro de
una placa Petri de § cm de didme-
tro, a la cual se le afnadieron 4,5 mL
de la mezela (1:1) de medic K3 ¥ la
dilueién H (Tabla 2)® con 0,6 % de

agaroga Sea Plaque (Sigma, USA} Se
homogenizé y una vez solidificado
el medio, se cultivaron durante 24 h
bajo condiciones de oscuridad, repo-
soy25°C.

Después de 7d de cultivo ala luz
(Fig. 1C), se corté la agarosa en cua-
drantes que se cultivaron en zaranda a
B0 r/min en erlenmeyers con 50 mL
de medio A (Tabla 2).° Después de
2 a 3 sernanas, se observaron micro-
callas originados delos protoplastos, al-
gunos de los cuales, se separaron de la
matriz de agarosa quedando libres en
el medio lguideo (Fig. 1D).

Regeneracién de plantas

Los microcallos de § a § semanas
(2 a 3 mm de didmetro) se extraje-
ron de la agarosa y cultivaron en el
medio inductor de brotes (SI) (Tabla 2)°
con 9,6 % agarcsa durante 2 sema-
nas en presencia de luz y a 27 *C.
donde alcanzaron tallas de aproxi-
madarmnente 8 mm de didameiro, ha-
ciéndose visibles nuevas estructuras
verdes (Fig. 1E). Este material se
pasé a frascos con el mismo medio,
en los que los brotes crecieron
definiéndose la estructura de las
plantulas (Fig. 1 F), que se individua-
lizaron ¥ se cultivaron en medio MS
libre de hormonas donde finalmen-
te, creciercn y desarrollarch su sis-
tema radicular (Fig. 1G).

RESULTADOS Y DISCUSION

El emplec de plantas crecidas en
cocndiciones de cultivo in vitro ga-
rantiza la repetibilidad de los resul-
tados debido a que estas condicio-
nes brindan un material de partida
homogéneo. Un requisito indispen-
sable para la exitosa aplicacién de
este protocolo, es la seleccidn ade-
cuada del material vegetal inicial,
porque garantiza la obtencion de
protoplastos con elevada viabilidad

Tabla 1. Aplicaciones del estudio de protoplastos en la Biologia Vegetal.

Método

Aplicacidn

Aislamiento de protoplastos Estructura ¥ composicidn de la membrana

plagmatica.

Organelos citoplasmaticos asociados a la membrana.
Metabolismo primarie.
Metabolismo secundario.

Culiivo de protoplastos

Formacion de la pared celular

Regeneracién de plantas.

Fusion de protopiastos

Ciclo celular

Interaccién de la membrana plasmatica con otros

Ingenieria Genética

organelos.

Estudic de promotores.

Expresion de genes fordneos.

Hibndos.
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Fig 1. A. Planta de tabaco de § semanas. B. Suspensidn de protoplastos después de su lavado. €, Cultivo de protoplastos en
matriz de agarosa a los 8 d. I Cultive de protoplastos en malriz de agarosa embebida en medio lguido a las 2 a 3 semanas.
E. Microcallos de 5 o § semanas en medio inductor de brotes. K Brotes regenerando de microcalios. . Plantas regeneradas o
partir de protoplastos. H. Plantas regeneradas a partir de protoplastos, creciendo en condiciones de invernadero.

y calidad, capaces de regenerar la
pared y dividirse hasta formar agre-
gados celulares, que luege de culli-
vados, originan nuevas plantas, El
caracter embriogénico de estas cé-

lulas puede estar dahado por la no
eliminacién total de las enzimas
usadas en la digestion del tejido
foliar,’® de ahi, la importancia de los
lavados por centrifugacién.

Con el empleo de estas metodo-
logias de obtencion y cultivo de pro-
toplastos v la de regeneracion de
plantas fértiles a partir de ellos, via
embriogénesis, se logra obtener
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Tabla 2. Composiciton de los diferentes medios de cultivo (mg/L) utifizados.

Componente MS K3 W5 H A Sl
Nitratos
NH,NO, 1650 800 1 650
KNO, 1900 2500 1800 1 019 1900
Cloruros
CaCl, - 2H,O 440 960 18,400 600 440 730
KI 0,83 0,75 0,75 0,75 0,83
CoCl, 6H,C 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Na(l 8 800
KCl1 370
Sulfatos
MgS3G, - TH,O 370 260 300 740 7o
Mn30C, -HO 6.9 10,0 10,0 10,0 18,9
(NH )80, 250
ZnS0, - 7TH,0 86 2.0 2.0 2,0 8,8
CuS80, - 5H,0 0025 0,025 0,025 0,025 0025
Fosfatos y F Bo, y Mo
H.BC, . 6,2 3.0 30 30 8,2
KH,PO, 170 170 138 170
NaH,PQ, - H,O 150
CaHPO, 50
Na,MoO, - 2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Fe- EDTA
Na,EDTA 373 373 373 373 Ky
FeSOi . ?H_‘{O 27.8 278 27,8 278 278 .
Aziicares :
D-Celobiosa 0,125
D-Fructosa 0,125
D{+3Glucosa 960 68,40
D-Manitol 0,125 50 g/l
D-Manosa 0,125
D-Ribosa 0,125
D (+}-Sacarosa 20 g/LL 102,89 g/L, 0,125 30 g/L 30 g/l
D-Sorbitot 0,125
D-Xilosa 0,25 2,125
L{+}rRamnosa 0,125 .
Myo-inositol 100 100,06 160 109 100
Reguladores de crecimiento H
Acido diclorofencagacético .1 0,1
Benzilaminopurina 0.2 0,2 1 1
Acido naftalenacético 1 1 2.1
Yitaminas
Acido folico 0.2
Acido nicotinico 2.5 H 1 1 0.5
D-Biotina 0,005
D-Pantotenato de caleio 4,5
L{+YAcido ascorbico 0,1
Acido p-aminobenzoico 0,01
Piridexina (HCH 05 i 1 1 25
Riboeflavina g1
Tiathina (HCI) 0.1 10 10 10 05
Retinol 0,005 '
Colecalciferal 0,005
Vitamina B,, 6,01
Wicotinamida 1
Otros
Acido citrico 16
Acido fumdrio 10
Acido malico 1¢
Cioruro de colina 0,5
Hidrolizado de caseina 5
Succinato de amonio 50
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buenos resuliados para la variedad
de iabaco ohjeto de estudio, tanio
en la obtencidn de protoplastos 3 a
3.5 - 10® protoplastos/g de tejido di-
gerido) comao en la eficiencia de cul-
1ive {colonias/protoplastos cultiva-
dos} gue tuvo valores superiores al
75 %, conun 0,88 % de regeneracidn
de plantas (porcentaje de callos que
regeneran plantas comparado con
el ramero total de callos subculti-
vados ¢n el medio de regeneracion).
Estos resultados se mantienen cer-
ca de los reportados por Spangen-
berg ¥ Potrykus en 1954° para este
mismo género ¥ son comparables
con los de Willison y Klein en 18828,
por lo gue se puede apreciar, no se
observa una marcada influencia de
la variedad al cullivo de protoplas-
tos de esta especie.

Los resuitados demuestran que
los protoplastos derivados del
mesdfilo foliar mantienen la capa-
cidad morfogénica que posee el te-
jido donante, logréandose elevadas
frecuencias de regeneracidn duran-
te e] cultivo de estos. Ts muy proba-
ble que los eventos que deben trans-
curtir durante la embricgénesis se

creciendo tal ¥ cormno si fuesen plan-
tas provenienies de semilias bota-
nicas, pudiéndo ser transplantadas
a suelc en condiciones de inverna-
dero 3 6 4 meses después del inicio del
cultivo de ios protoplastos (Fig. 1H). La
regeneracion de plantas fértiles a
partir de protoplastos de la varie-
dad Corojo Especial, se mantiene
dentro de las frecuencias y de los
tiempos reportados para oiras va-
riedades “modeios” de este cul-
tivo, como es el caso de la Petit
Havana (SR-1).°

Los medios utilizados en el cul-
tivo de protoplastos y regeneracién
de plantas a partir de estos, han sido
v son opiimizados en cada paso y
para cada cultivo," por lo que resul-
ta importante tener en cuenta gue
la calidad de los reactivos emplea-
dos para la elaboracién de los me-
dios v las diluciones utilizadas sea
la mejor, ya que estos vy las técnicas
de cultive son dos de los factores
que mas influyen para lograr el éxi-
to en este tipo de trabajo.
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