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EFECTO DEL BIOBRAS 6 EN LA MORFOGENESIS
In Vitro DEL TOMATE (Lycopersicon esculentum, Mill)

VAR. AMALIA

Dagmara Plana®, Marta Alvarez, Marilyn Florido, Regla M. Lara

y Miriam Nufiez

ABSTRACT. Brassinosteroids are plant growth-stimulating
substances. Since their isolation different investigations have
been developed to evaluate their activity as in vitro
morphogenetic bioregulatorsin different plant species. Inthis
work, the biological activity of different concentrations of a
brassinosteroid analog synthesized in Cuba, commercially
called Biobras 6 was studied in the in vitro morphogenetic
response in tomato (Lycopersicon esculentum, Mill). Some
trials were performed using hypocotyl apical segments as
explants and cotyledons coming from seedlings of Amalia
cultivars, which were cultivated in M'S medium supplemented
with different concentrations of Biobras 6 (10*, 10°, 107,
10™ mg. L™), with or without low concentrations of BAP (0.25,
0.5, 1 mg. L™). The best shoot organogenesis results were
achieved with the use of Biobras 6 (10* mg.L™), regarding
hypocoty! efficiency and regeneration frequency. The
regenerative process of both explant types differed notably.
Biobras 6 (10-*mg.L™) and BAP (0.25 mg.L™) combination
benefited callusformationin all the tested explant, favoring a
slow process of indirect regeneration.
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INTRODUCCION

Actualmente, en nuestro pais se encuentran en eje-
cucién diferentes programas de mejora genética encami-
nados a la obtencién de nuevas variedades de tomate,
adaptadas a las condiciones estresantes que provocan
los factores bidticos y abioticos presentes en los climas
tropicales, donde ademas de los métodos clasicos de
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RESUMEN. Los brasinoesteroides son sustancias
estimuladoras del crecimiento vegetal y desde su aislamiento
se han desarrollado diferentes investigaciones que han permi-
tido evaluar su actividad como biorreguladores de la
morfogénesis in vitro de diferentes especies vegetales. En
este trabagjo, se estudio la actividad biolégica de diferentes
concentraciones del analogo cubano de brasinoesteroide, lla-
mado comercia mente Biobras 6, en larespuestamorfogenética
invitro del tomate (Lycopersicon esculentum, Mill). Paraello
serealizaron ensayos donde se utilizaron como explantes seg-
mentos apicales de hipocétilosy cotiledones provenientes de
plantulas del cultivar Amalia, cultivadas en medio MS suple-
mentado con diferentes concentraciones de Biobras 6 (10,
10°,10% 10" mg. L™), en presencia o no de bajas concentra-
cionesdeBAP(0.25,0.5, 1 mg. L™). Conlaadicion del Biobras6
(10*mg.L™), en los medios de cultivo de los hipocétilos se
lograron los mejores resultados en este estudio, en cuanto a
eficienciay frecuencia de regeneracion directa se refiere. Es
necesario destacar que el proceso regenerativo de los dos
tipos de explantes se diferencié notablemente. La combina
cion del Biobras6 (10*mg.L ™) y BAP(0.25 mg.L ) ene medio
de cultivo beneficid notablemente la formacidn de callos en
todos los explantes estudiados, favoreciendo un lento proce-
so de regeneracion indirecta.

Palabras clave: brasinoesteroides, cultivo in vitro,
Lycopersicon esculentum

mejora, se emplean novedosas técnicas de ingenieria
genética que necesitan de un eficiente protocolo de rege-
neracion (1).

Uno de los elementos clave y mas costosos utiliza-
dos en la propagacion in vitro lo constituyen los regulado-
res de crecimiento; por ello debemos optimizarlos o sus-
tituirlos por biorreguladores de mayor eficiencia y menor
costo (2).

En estos momentos, en el pais estan siendo estu-
diados varios analogos de brasinoesteroides de produc-
cién nacional, con el fin de valorar su actividad como re-
gulador del crecimiento in vitro. El desarrollo de todas
estas investigaciones ha permitido que se disponga de
analogos de brasinoesteroides con diferentes estructu-
ras quimicas, en cantidades suficientes para evaluar su
efectividad como biorreguladores (3).
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Estos biorreguladores sintéticos obtenidos en Cuba
fueron efectivos en los procesos morfogenéticos de dife-
rentes especies, con la ventaja de que los mejores resul-
tados se encontraban a las concentraciones mas bajas
del producto, lo cual permite reducir ain mas los costos
del medio de cultivo (4, 5, 6, 7, 8).

El tomate presenta una baja eficiencia de regenera-
cién in vitro, por lo que este trabajo se propuso como
objetivo evaluar la actividad biolégica del analogo de
brasinoesteroide Biobras-6, en la respuesta morfogenética
in vitro del tomate, en sustitucién de hormonas vegeta-
les o como complemento de éstas.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia del Departamento de Genética y Mejora-
miento de las Plantas del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA). Para realizar estos experimentos se
partié de semillas del cultivar de tomate (Lycopersicon
esculentum, Mill) Amalia (9).

El medio basal (MB) consisti6 en sales de Murashige
y Skoog (10) suplementado con 2 % de agar Gel Rite,
azlcar comercial (30 g. L™), Tiamina (4 mg.L™) y Mio-
inositol (100 mg.L™), como aditivo organico (11, 12, 13).
Se estudio el efecto de diferentes concentraciones de un
anélogo epirostanico de brasinoesteroide Biobras 6 co-
nocido por BB6, sintetizado en el Laboratorio de Produc-
tos Naturales de la Facultad de Quimica de la Universi-
dad de La Habana. Las concentraciones de BB6 y
Bencilamino purina méas conocido por BAP (B) utilizadas
se muestran en la Tabla I.

Tabla l. Concentraciones de Biobras 6 y BAP en los
medios de cultivo ensayados

Tratamientos BAP Biobras 6

(mg.L™) (mg.L™
BB6; - 10
BB6, - 1078
BB6; - 102
BB6, - 101
BB6,+ B, 0.25 10
BB6,+B, 0.5 10
BB6,+B; 1 10

El pH se ajusto a 5.8, previo a la adicion del agente
solidificante. La esterilizacion se llevé a cabo en autocla-
ve por espacio de 20 minutos a 121°C con 1.5 atmdsferas
de presion.

Las semillas fueron esterilizadas superficialmente con
agua jabonosa incluidas dos gotas de Tween 80 %; pos-
teriormente fueron lavadas con agua destilada y llevadas
al flujo laminar (ESI FLUFRANCE), donde se sumergie-
ron en solucién de cloro comercial al 50% (3% de cloro
activo) durante 15 minutos y se enjuagaron tres veces en
agua destilada estéril hasta eliminar el agente desinfec-
tante (13).
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Una vez desinfectadas las semillas, fueron coloca-
das arazdn de 25 semillas por frasco sobre la superficie
del medio basal, contenido en pomos de vidrio a razon de
20 mL por recipiente para obtener los germinados cultiva-
dos invitro (11, 12, 13). Entre los siete y 10 dias posterio-
res a la germinacion, los cotiledones de las plantulas
estaban perfectamente expandidos y desarrollados; en
este estadio se seccionaron los segmentos apicales de
los hipocdtilos (1 cm) y la zona central de las hojas
cotiledonares, para ser utilizados como explantes en
medios de cultivo que contenian medio basal y las con-
centraciones de BB6 y BAP referidas en la Tabla | a ra-
z6n de cinco explantes por pomo con 10 repeticiones.

La incubacion se realiz6 en un cuarto de crecimien-
to a 25+ 2°C (11), con fotoperiodo de 16 horas luz y aproxi-
madamente 4000 Lux, suministrados por tubos
fluorescentes.

Después de 21 dias de cultivo se llevo a cabo una
valoracion cualitativa y cuantitativa, en 50 explantes por
tratamiento, de los siguientes aspectos:

+ desarrollo del callo: segun escala 1 (13)

Escala 1:

% callo abundante (CA): rodea completamente al explante
formando una masa abundante

% poco callo (PC): callo escaso formado en la zona de
corte del explante

% ausencia del callo (AC): no hubo respuesta al trata-
miento

++ tipo de callo:

% morfogenético (M): abundante formacién de yemasy
brotes

% nodular (N): compactos y duros con abultamientos de
color verde en la superficie

& friable (F): blandos, acuosos y sueltos

« color del callo: seglin escala 2 (13)

Escala 2:

% crema (C).

% verde claro(VC).

% mixto (M): callo con zonas de diferentes tonalidades.

El nimero de yemas y brotes por explante se trans-
formaron a vx+1; los resultados fueron procesados
estadisticamente mediante un andlisis de varianza de cla-
sificacion simple, modelo fijo (14). El porcentaje de
explantes con brotes, brotes anormales, yemas, callosy
raices mediante una comparacion de proporciones, a
través de la prueba de Chi cuadrado. En caso de existir
diferencias significativas entre las medias, se docimaron
por la prueba de rangos multiples de Duncan al 5 % (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al adicionar el analogo de brasinoesteroide Biobras 6
al medio de cultivo basal donde se cultivaban hipocétilos,
se observd una pobre y casi nula formacion de callo, con
un notable enraizamiento por uno de los extremos de los
explantes en todas las combinaciones probadas (Tabla I1).
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Tabla Il. Efecto del Biobras 6 en la morfogénesis in Tabla Ill. Efecto de la accién del Biobras 6 combinado
vitro de hipocatilos del cultivar Amalia con BAP en lamorfogénesis in vitro en seg-
mentos apicales de hipocotilos del tomate

Trata Brotes/ Efidenciade  Fecuencia Explantes  Explantes

mientos  explates  regeneracion explantes concdlos  conraices Trata-  Brotes/explantes  Efici encia_uje Frecuencia Explantes
regenerados  (broteslexplante  regenerados () (@) mientos  regenerados regeneracion explantes  con callos
stotales) (%) (brotes/explantes reger:)erados (%)
BB, 157007 148 280 07 @ totales) (%)
BB, 1.48+0.05 133 &4a 0 64 BB.+B; 1.68+0.05 a 1.61a 90a 70b
BB; 1.4+0.09 112 21b 14 35 BB,+B, 1.41+0.09 b 1.12b 30b 100 a
BB, 1+0.09 109 21b 14 57 BB1+B; 0+0.05¢c Oc Oc 100 a
ESc+ ns 0.07ns 0.12**  817-02Ens  013ns ESx+ il 0.07*** 0.15***  9,48-02
Medias con letras en comun por columna, no difieren *** significativo para p<0.001
significativamente segln prueba de Duncan (p<0.05)
** significativo para p<0.01 Trabajando con la variedad de papaya Maradol
_ Rojo (18), se encontrd regeneracion de plantas a partir
EnlaTabla |l se expone el comportamiento del pro-  de embriones somaéticos, favorecida por las concentra-
ceso organogeénico y la formacion de callo ante la accion ciones de 10“mg.L™ de BB6 en combinacién con 0.25 mg.L™
del Biobras 6. Este anélogo de brasinoesteroide en con- de BAP, tanto para el nimero de plantas como para la
. -4 -1 P - .
centraciones mayoresa 10" mg.L "~ (BB6)), disminuyola  cantidad de conglomerados que formaron plantas. De
formacion de brotes y el nimero de brotes por explante.  jgual manera, en este experimento la regeneracion de
Si bien la eficiencia de regeneracion no fue superiorala  protes ocurrié en mayor medida en aquellos tratamientos
de otros experimentos donde se usaron diferentes regu-  donde era menor la concentracién de BAP en el medio,

ladores (16), se observo regeneracion directa en mas del destacandose el BB6 +B, con una mayor frecuencia y
50 % de los explantes para el tratamiento BB6,,. Algunos eficiencia de regeneracion (Tabla 111).

autores (2) sugieren una posible accion de los Es necesario destacar que no hubo formacion de
brasinoesteroides como promotores de la diferenciacion raices en los tratamientos ensayados en este experimento
celular, aunque aln se desconozcan los mecanismos  (Tabla ), lo que podria suponer un efecto producido por

por los cuales se llevan a cabo. la accion del BAP, al inhibir la formacion de raices, como
Los resultados descritos en la Tabla Il demuestran  ha sido informado en otros trabajos realizados con esta

que este analogo de brasinoesteroide favorecio larege-  especie, donde se utiliza este regulador en los medios

neracion de manera directa en estos explantes, aunque de cultivo (13).

no incremento los valores de las variables morfogenéticas Los resultados evidenciaron que la adicién exdgena

que describen un eficiente proceso de regeneracion para de Biobras 6 en combinacion con BAP al medio de

este cultivo (13). La eficiencia de regeneracion se mantu-  cultivo favoreci la frecuencia de explantes regenera-

vo con valores semejantes en todos los tratamientos, al  dos y la formacién de callos (Tabla I11), asi como inhibié

igual que el numero de explantes y el porcentaje de  |a formaci6n de raices en comparacién con aquellos
explantes con raices y/o callos. Laregeneracion directa  tratamientos donde se utilizé solamente el Biobras 6,

fue el proceso mas significativo, lograndose los resulta-  como estimulador de la morfogénesis in vitro (Tabla I1)

dos mas notables en el tratamiento BB6,, con una fre- en hipocétilos apicales.

cuencia de regeneracion de un 64 %. La adicién de Biobras 6 en los medios de cultivo
Es necesario destacar que el Biobras 6 fue efectivo  ploqued la regeneracion de brotes y la callogénesis en

en los procesos morfogenéticos de otras especies, con  |os segmentos de cotiledones, observandose solo una

la ventaja de que los mejores resultados se encontraron con incipiente formacién de callos en un 5 % de los

el uso de bajas concentraciones del producto (4, 6,11,17).  explantes del tratamiento BB6, (Tabla IV), alrededor

El uso de 10* mg.L™ de Biobras 6 combinado con  de |a zona de corte, alcanzando un pobre crecimiento
diferentes dosis de BAP, como suplemento del medio de de coloracion crema.

cultivo de segmentos de hipocotilos, favorecio la forma- _ _
cion de callos de abundante crecimiento, morfogénicosy ~ Tabla IV. Efecto del Biobras 6 en cotiledones de to-

de color verde claro en todos los tratamientos ensaya- mate cultivados in vitro
dos. Como se destaca en la Tabla 111, a medida que se . -
, L . . Tratamientos Explantes con callos Explantes con raices

aumento la concentracion de BAP en el medio de cultivo (%) (%)

se obtuvo un mayor porcentaje de explantes con callos; BB, 0 50 a

sin embargo, a pesar del excelente aspecto de estos, no BB, 0 10b

se logré una eficiente regeneracion, siendo mas alta la BB; 5 70 a
frecuencia y eficiencia de regeneracion en los tratamien- BB, 0 75a

ESx+ 2.48-02E ns 0.11***

tos con menores concentraciones de BAP.

*** gignificativo para p<0.001
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La formacion de raices fue el fendmeno més comin
observado en presencia del brasindlido (Tabla 1), acom-
pafiado de un proceso de oxidacion irreversible que impi-
dio la formacion de estructuras y favorecio la necrosis de
los explantes, lo que indica que la utilizacion de estas
dosis de BB6 no son adecuadas para favorecer la rege-
neracion in vitro de este tipo de experimentos, aln cuan-
do solo se formen raices en un 10 % de los explantes
(BB6)).

La adicion del Biobras 6 combinado con BAP en los
medios de cultivo, mostré resultados similares a los ob-
tenidos en la formacioén de callos a partir de segmentos
apicales de hipocotilos (Tablas Il y V). En este caso, en
la medida que se elevo la concentracién de BB6 disminu-
yo6 el porcentaje de explantes con callos. Los callos de-
sarrollados eran de color verde claro, friables y de creci-
miento abundante, destacandose el tratamiento BB6 +B,
con el 100 % de los explantes con callos.

Laregeneracion directa de 6rganos fue muy incipien-
te, solo se formaron brotes a partir de los callos, con una
menor eficiencia y sin diferencias significativas entre los
tratamientos (Tabla V). A medida que aumentd la con-
centracion de BAP en el medio de cultivo, se observé un
incremento no significativo en el porcentaje de explantes
con brotes y el nimero de brotes por explante.

Tabla V. Efecto de la adicion del Biobras 6 combina-
do con BAP en la morfogénesis in vitro de
cotiledones del cultivar Amalia

Trata=  Brotes/explantes  Eficienciade Frecuencia Explantes
mientos regenerados regeneracion explantes  con callos
(brotes/explantes  regenerados (%)
totales) (%)
BB6,+B1 1.08+0.08 1.08 20 100
BB6,+B2 1.12+0.06 112 30 70
BB6,+B3 1.2+0.06 12 40 60
ESx+ ns 0.07 ns 0.14 ns 0.13ns

Medias con letras en comUn por columna, no difieren
significativamente segun prueba de Duncan (p<0.05)

Cuando se estudi6 la respuesta de segmentos
apicales de hipocdtilos a la adicion de estas mismas
combinaciones de Biobras y BAP, se obtuvo unarespuesta
positiva en todos los tratamientos, en cuanto a la forma-
cién de callos, con los mayores valores en los tratamien-
tos de dosis mas elevadas. En el caso de los cotiledones
con las dosis mas bajas (BB6,+B1), se obtuvo un 100%
de explantes con callos, lo que evidencia que los balan-
ces hormonales en diferentes explantes de una misma
planta difieren.

Es necesario destacar que el proceso regenerativo
de los dos tipos de explantes se diferencié notablemente
con el uso de bajas concentraciones de BB6. Se logra-
ron los mejores resultados en este estudio, en cuanto a
eficiencia y frecuencia de regeneracion en los hipocotilos,
aunqgue sin diferencias significativas entre los tratamien-
tos, mientras que en los cotiledones solo se favoreci6 la
formacién de raices, en cualquiera de los tratamientos
ensayados.
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La combinacion del BB6 (10“mg.L™") y BAP
(0.25 mg.L™) en el medio de cultivo benefici6 notablemente
la formacién de callos en todos los explantes estudia-
dos, favoreciéndose un lento proceso de regeneracion
indirecta.

Diferentes autores (19, 20) encontraron diferencias
en cuanto a la capacidad de division celular y regenera-
cién en las plantas de tomate, estando esta determinada
en gran medida por los reguladores del crecimiento utili-
zados y el tipo de explantes usado, ain cuando se utili-
zan diferentes explantes de una misma planta, aspecto
este a tener en cuenta a la hora de recomendar el em-
pleo de uno u otro regulador del crecimiento.

Los resultados de estos bioensayos confirman los
obtenidos en multiples investigaciones de diferentes es-
pecies vegetales, sobre la capacidad de los brasinoesteroides
para activar a muy bajas concentraciones los procesos
metabdlicos y el crecimiento vegetal (3, 6), lo que abre
nuevas perspectivas en su utilizacion como sustituto de
las hormonas de crecimiento en los diferentes procesos
biolégicos. En este caso, se demostro su tipo de accion
como regulador y complemento de otros reguladores co-
merciales, lo que nos permitira continuar las investigacio-
nes sobre su efecto con estudios mas detallados, con vis-
tas a lograr la optimizacion y eficiencia de un protocolo de
regeneracion para esta especie.
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