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EMPLEO DE DOS ANALOGOS DE BRASINOESTEROIDES
EN LA FORMACION DE CALLOS EMBRIOGENICOS
EN PAPA (Solanum tuberosum L)

Olivia Moré, Maria M. HernandezP, Miriam NuUfez, Ana Estévez

y Maria E. Gonzalez

ABSTRACT. The biological activity of brassinosteroid
analogs MH5 and Biobras-6 (BB-6) was evaluated with the
objective to determine its effects and establish appropriate
doses as possible substitutes or hormona complements in
the process of embryogenic callus formation in potato
(Solanum tuberosum, L. var. Desirée). Doses of 0.0001 until
0.25 mg.L ™ of both anal ogs and two control mediawere used,
whichcontained: 3 mg.L™ 24D and 0.84mg.L * kinetine(medium )
and 0.5 mg.L™" 2,4D and 2 mg.L™ kinetine (medium 11).
Evaluationswere carried out to the qualitative and quantitative
changes of callus evolution and the callogenic growth curves
were made with the best variants. Resultsindicated acytokinin
like activity of these compounds and an enhanced achievement of
a better embryogenic callus at the concentrations of 0.1 mg.L™
MHS5 and 0.01 mg.L ™ Biobras-6 for medium | and 0.001 mg.L™
MH5 and 0.01 mg.L ™ Biobras-6 for medium I1. Therewas not
any callusanswer when these analogs were used as substitutes
of 2,4D. A better behavior was noticed in the growth dynamics
of calluses, in those treatments where the products were used
as kinetine substitutes for medial and I1.

Key words: Solanum tuberosum, brassinosteroids, callus,
embryogenic devel opment

INTRODUCCION

Los brasinoesteroides representan una nueva clase
de productos naturales, reconocidos en la actualidad
como hormonas vegetales capaces de influir en diferen-
tes procesos fisiolégicos en las plantas, como la
elongacion, divisién celular y el desarrollo vascular y
reproductivo (1, 2).

En Cuba, se ha estado trabajando en la sintesis de
anélogos de brasinoesteroides con diferentes estructu-
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RESUMEN. Se evalué laactividad biol 6gicade los ana ogos
debrasinoesteroidesMH5y Biobras-6 (BB-6), con el objetivo
dedeterminar sus efectosy establecer dosis adecuadas como
posibles sustitutos o complementos hormonales en el proce-
so de formacion de callos embriogénicos en papa (Solanum
tuberosum, L. var. Desirée). Se utilizaron dosisde 0.0001 hasta
0.25 mg.L™ de ambos andogos y dos medios controles, |os
cuales contenian: 3 mg.L™ de 2,4D y 0.84 mg.L™ de kinetina
(mediol)y0.5mg.L " de2,4Dy 2mg.L™ dekinetina(medioll).
Se realizaron evaluaciones atendiendo alos cambios cualita
tivosy cuantitativos de laevolucién del calloy con las mejo-
res variantes se elaboraron las curvas de crecimiento
callogénico. Los resultados indicaron una actividad tipo
citoquinina de estos compuestos y un favorecimiento en la
obtencion de un callo embriogénico de mejor calidad a las
concentracionesde0.1 mg.L ™ deMH5y 0.01 mg.L ™ deBiobras-6
parael mediol y 0.001 mg.L " deMH5y 0.01 mg.L ™ deBiobras-6
parael medio I1. No se encontré respuesta callogénica al ser
utilizados estos analogos como sustitutos del 2,4D. Se pudo
apreciar un mejor comportamiento en ladindmicade crecimien-
to deloscallos, en aquellostratamientos donde se emplearonlos
productos como sustitutos de lakinetinaparalos medios| y I1.

Palabras clave: Solanum tuberosum, brasinoesteroides,
callo, desarrollo embrionario

ras quimicas, para la realizacion de estudios biologicos y
probar su efectividad como biorreguladores, tanto en con-
diciones in vitro como de campo (3).

La utilizacién de técnicas biotecnologicas basadas
en la obtencion y regeneracion de embriones somaticos,
ha demostrado ser una herramienta importante para el
mejoramiento clasico, pues constituye un método eficien-
te para la propagacion clonal de aquellas variedades de
interés econémico.

La obtencion de un callo con caracteristicas
embriogénicas en papa determina el éxito de este proce-
S0, por lo que se hace necesaria la busqueda de nuevos
reguladores del crecimiento que permitan mejorar su ca-
lidad, asi como la posibilidad de reduccion de los costos,
teniendo en cuenta que los reguladores tradicionales son
de importacion y en muchos casos se cotizan con pre-
cios elevados.
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Los brasinoesteroides constituyen biorreguladores
con probada actividad en el crecimiento vegetal y con
mecanismos de accidn diferentes a los de las hormonas
clasicas, por lo que ha sido de gran interés cientifico-
técnico la utilizacion de andlogos de brasinoesteroides
en la biotecnologia vegetal cubana (4), lo que permitira
validar su accién como reguladores del crecimiento y po-
sibilitar4 su uso en diferentes estudios in vitro.

Teniendo en cuenta lo planteado, los objetivos del
trabajo fueron determinar el efecto de los analogos de
brasinoesteroides MH5 y Biobras-6 (BB-6) y establecer
dosis adecuadas en el proceso de formacién de callos
embriogénicos en papa.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se desarrollaron en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal del Instituto Nacional de Cien-
cias Agricolas (INCA). Para la evaluacion cualitativa y
cuantitativa de la callogénesis en papa con el empleo de
los anélogos de brasinoesteroides MH5 y Biobras-6 (BB-6),
se utilizaron como material vegetal, entrenudos de
vitroplantulas de papa var. Desirée a la edad de 35 dias,
colocados en tubos de ensayo de 25 x 150 mm con tapo-
nes de algodén que contenian 10 mL de medio, para un
total de 40 observaciones por tratamiento.

La siembra de los entrenudos se realiz6 bajo cama-
ra de flujo laminar; y una vez sembrados, los tubos fueron
llevados a un cuarto de crecimiento en la oscuridad a una
temperatura de 25 + 1°C.

Se emplearon dos medios controles: un primer me-
dio que contenia 3 mg.L™ 2,4Dy 0.84 mg.L " kinetinay un
segundo medio con 0.5 mg.L™ 2,4D y 2 mg.L ™ kinetina.

Se utilizaron diferentes concentraciones de los ana-
logos de brasinoesteroides (MH5 y Biobras-6), como po-
sibles sustitutos o complementos de la kinetina o el 2,4D
en el proceso callogénico en papa para los medios | y I,
seglin se muestra en las Tablas | y 1.

Tabla I. Combinaciones propuestas con el empleo
del MH5 y BB-6 en el medio |

Comd- 24D Kin MH5  Conbi- 24D Kin BB-6
nedones (Mg LY) (Mg L) (mpL?) nedones (mgl®) (mgl?) (mgl?)

C 30 o - C 30 o -
T11 30 - 05 T21 30 - 05
TL2 30 - 01 T22 30 - 01
TL3 30 - ool T23 30 - 0oL
T14 30 - 0001 T24 30 - 0001
TL5 30 - 00001 T25 30 - 00001
TL6 30 042 o001 T26 30 042 001
TL7 - 08 05 T27 - o 05
TL8 - o8 01 T28 - 08 01
T19 - 08 o0l T29 - 03 001
TL10 - 08 0001 T210 - 08 0001
TL11 - 08 00001 T211 - 08 00001
TL12 15 08 o001 T212 15 o 001
C: control
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Tabla Il. Combinaciones propuestas con el empleo
del MH5 y BB-6 en el medio Il

Combi- 24D Kin MH5 Combi- 24D Kin BB-6
naciones (mgL™ (mgL™) (mgL™ naciones (mgL™) (mgL?) (mgL™?
C 05 20 - C 05 20 -
T3.1 05 - 0.25 T4.1 05 - 0.25
T32 0.5 - 0.1 T4.2 05 - 0.1
T33 0.5 - 0.01 T4.3 05 - 0.01
T34 0.5 - 0.001 T4.4 05 - 0.001
T35 05 - 0.0001 T45 05 - 0.0001
T3.6 05 10 0.01 T4.6 05 10 0.01
T3.7 - 20 0.25 T4.7 - 20 0.25
T38 - 20 0.1 T4.8 - 20 0.1
T39 - 20 0.01 T4.9 - 20 0.01
T3.10 - 20 0.001 T4.10 - 20 0.001
T3.11 - 20 0.0001 T4.11 - 20 0.0001
T3.12 0.25 20 0.01 T4.12 0.25 20 0.01

Se realizaron observaciones cualitativas de la evo-
lucion del callo para cada una de las variantes en estu-
dio, tomando cinco callos al azar en diferentes momen-
tos (6, 9, 18 y 35 dias).

Las evaluaciones se llevaron a cabo atendiendo a:
* crecimiento ( formacion o no)

* consistencia (cambios en la textura: compacta, friable
y esponjosa)
* coloracion (cambios de color).

Alos 35 dias se tom0 la masa fresca de cinco callos
(9), empleando una balanza analitica Sartorius de 0.1 mg
de precision.

Los datos de masa fresca fueron procesados
estadisticamente mediante un andlisis de varianza de cla-
sificacion simple, comparandose las medias segun la
prueba de rangos multiples de Duncan (p<0.05 %).

En la Tabla Il se presentan ocho tipos de callos dife-
rentes, desarrollados en los medios | y Il en distintos mo-
mentos del cultivo con la utilizacion del MH5 y Biobras-6,
como sustitutos de la kinetina. Los cambios en cuanto a
consistenciay coloracion entre las variantes estudiadas
y el control, estuvieron asociados a las combinaciones
de reguladores utilizados y la edad del callo.

Tabla Ill. Tipos de callos de papa en diferentes
momentos del cultivo

Escda Caactaidicas

Cons stencia compactade color verde con zonas blancas brillantes
Consistencia semi-compacta de color crema con zonas blancas brillantes
Consistencia friable de color verde claro con zonas cremas traslicidas
Congstencdiamuy friable de color verde daro con zonas cremes

Cdlo homogéneo, consstenciamuy fridble, aparienciagdatinosa
decolor crema tredUcido

Callo homogéneo de consistencia muy friable de color crematrad(icido
Cdlo nodular, condstenciamuy friable de color crema

Callo nodular, consistenciamuy friable de color crema con zonas crema-0scuras

b wWN P
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Estos cambios durante la evolucién de la masa

callogénica permitieron la caracterizacién y clasificacion del
callo embriogénico y no embriogénico en papa.
Dinamica de crecimiento de los callos. Con las mejores
variantes obtenidas (T1.2, T2.3, T3.4y T4.3), se procedi6 a
la elaboracién de las curvas de crecimiento, a partir de la
masa fresca de cinco callos por tratamiento tomada cada
tres dias (hasta los 33 dias).
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Se realiz6 el ajuste de las curvas de crecimiento para
cada una de las variantes a partir de los programas
CURVEFIT (5) y EXCEL.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las combinaciones donde se emple6 el MH5 (T1.7;
T1.8;T1.9;T1.10y T1.11), medio | (T3.7; T3.8; T3.9; T3.10
y T3.11) y medio Il, y Biobras-6 (T2.7; T2.8; T2.9; T2.10y
T2.11), medio | (T4.7; T4.8; T4.9; T4.10y T4.11) y medio
II, como sustitutos de la auxina en los medios, no se
manifest6 respuesta del explante al proceso de forma-
cion de callos, apareciendo a los nueve dias de la siem-
bra un tejido necrosado en su superficie, que se hacia
cada vez mas intenso, hasta llegar a la muerte de los
tejidos a los 15 dias aproximadamente (Figura 1). Este
resultado pudo estar dado porgue las dosis empleadas
de estos analogos no fueron capaces de estimular los
niveles enddgenos de auxina necesarios para llevar a cabo
el proceso de division celular y tampoco lograr un balan-
ce hormonal adecuado para su induccién.

Medio control | Medio control I

oy @

Tejido de papa necrosado
a los 15 dias del cultivo

Figura 1. Explante de papa var. Desirée con el em-
pleo del MH5 (T1.7; T1.8; T1.9; T1.10y T1.11)
medio | (T3.7; T3.8; T3.9; T3.10y T3.11) y
medio Il, y Biobras-6 (T2.7; T2.8; T2.9; T2.10
y T2.11) medio | (T4.7; T4.8; T4.9; T4.10 y
T4.11) y medio Il

El papel de los brasinoesteroides en este evento no
se ha esclarecido aun, por lo que se requiere de estudios
posteriores que permitan dilucidar el mecanismo de ac-
cién de estos compuestos sobre los genes que controlan
la division celular. Se conoce, ademas, que en bioensayos
tipicos para auxinas en diferentes especies vegetales, el
brasinoesteroide no mostré respuesta, provocando una
disminucién en el crecimiento (4).
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La respuesta inhibitoria en el crecimiento de los ca-
llos al ser empleados el MH5 y Biobras-6 como sustitu-
tos auxinicos demostro, una vez mas, la necesaria pre-
sencia de la auxina para el desarrollo callogénico en papa,
siendo 2,4D el regulador del crecimiento mas empleado
en este proceso. Los porcentajes mas elevados de for-
macion de callos fueron alcanzados al combinar el 2,4D
con BAP para diferentes variedades (6).

Para el caso de las variantes T1.6; T1.12; T2.6; T2.12
(mediol)y T3.6; T3.12; T4.6; T4.12 (medio Il), donde se
empled el MH5 y Biobras-6 como complementos de la
kinetinay el 2,4D respectivamente, se pudo apreciar una
ligera induccion del callo en los extremos del explante,
gue se hizo méas notable a los 20 dias después de la
siembra y se mantuvo hasta los 35 dias. El poco tejido
desarrollado se mostré de color verde claro con zonas
blancas de consistencia compacta (Figura 2).

Figura 2. Explante de papa var. Desirée con el em-
pleo del MH5 y Biobras-6 como comple-
mentos hormonales del 2,4Dy la kinetina
en los medios | (T1.6;T1.12;T2.6;72.12) y Il
(T3.6;T3.12;T4.6;T4.12)

La utilizacién de 0,01 mg.L" de MH5 y Biobras-6
como complementos de la kinetina y el 2,4D en los me-
dios | y Il respectivamente, permitié alcanzar efectos si-
milares en el desarrollo del callo, lo que pudo estar oca-
sionado por el establecimiento de un balance hormonal
enddgeno en el material vegetal, que propicio la activa-
cion de mecanismos de inhibicién sobre el proceso de
multiplicacién celular.

Cabe sefalar que a pesar de la escasa masa
callogénica formada, en aquellos tratamientos donde se
utilizaron el MH5 y Biobras-6 como complementos de la
kinetina, se encontr6 una respuesta superior comparada
con las otras variantes donde se emplearon los produc-
tos como complementos del 2,4D. En el mismo cultivo,
similar desarrollo del callo fue obtenido con la utiliza-
cion del MH5 y Biobras-6 como complementos
citoquininicos (7, 8). Por el contrario, en café, se pre-
sentd un aumento en la masa fresca del callo con el
empleo de estos productos como complementos del
2,4Dy la kinetina (9). Trabajando en el mismo cultivo, la
concentracién de 0.05 mg.L™" de MH5 con 1 mg.L™ de
kinetina alcanz6 el maximo valor (10).

Se encontré que las combinaciones T1.2 (0.1 mg.L™*
de MH5); T2.3 (0.01 mg.L™ Biobras-6) (medio 1) y T3.4
(0.001 mg.L™ de MH5); T4.3 (0.01 mg.L " Biobras-6) (medio Il)
mostraron callos con las mejores caracteristicas
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embriogénicas, con apariencia nodular, friable y de color
crema con puntos crema oscuros; entre ellos se des-
tacaron aquellos desarrollados en el medio 1l y donde
se empled el MH5 (T3.4), comparado con los demas
tratamientos y el control, que desarroll6 una masa semi-
compacta de color crema con zonas blancas brillantes
(Tablas IV y V, Figura 3).

Tabla IV. Comportamiento de los callos con el empleo
del MH5y Biobras-6 como sustitutos de la
kinetina en el medio |

Diss Con Combinaciones

trd TL1 T21 TL2 T22 T13 T23 T14 T24 T15 T25
6 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
9 1 3 3 4 3 3 4 4 3 4 3
B8 2 5 5 8 6 6 7 6 5 5 5
¥ 2 5 5 8 6 6 8 6 5 6 6
tipp ;e e OB G OB O & e e e ae

ce- callo embriogénico
cne- callo no embriogénico

Tabla V. Comportamiento de los callos con el em-
pleo del MH5y Biobras-6 como sustitutos
de la kinetina en el medio Il

Diss Cotrd Carbinedones

T31 T41 T32 T42 T33 T43 T34 T44 T35 T45
6 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
9 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4
18 2 5 5 6 5 7 8 8 6 5 5
K3} 2 5 5 6 5 7 8 8 6 5 5
tipp e e O OB O ® & & O Oe ae

Medio control | T1.2

Medio control Il T3.4

Figura 3. Callos embriogénicos de papa con el em-
pleo del MH5 y Biobras-6 como sustitutos
de la kinetina

Desde los primeros dias del cultivo, se observé una
accion favorecedora de los analogos de brasinoesteroides
sobre la consistencia de los callos, para las diferentes
variantes evaluadas en comparacién con el control. A los
nueve dias se manifest6 en algunos tratamientos un cam-
bio de coloracién, apareciendo en diferentes partes del
callo puntos de color crema, mientras que en el control
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se apreciaron zonas de color blanco brillante, lo que ha
sido informado por numerosos autores como zonas sin
respuestas morfogenéticas.

A los 18 dias se presentaron diferencias marcadas
en cuanto al crecimiento, consistencia y coloracion de
los callos entre las variantes y el control, las cuales se
mantuvieron y se hicieron mas notables con la evolucion
del callo hasta los 35 dias.

Estos resultados corroboran los obtenidos en el cultivo
de la papa con una accion favorable del MH5 y Biobras-6,
como sustitutos de la kinetina sobre el crecimiento y la
calidad de los callos (11). Respuestas satisfactorias se
sefialaron al sustituir la kinetina por el Biobras-6 en la for-
macion de callos en dos variedades de arroz (12).

En los dos medios utilizados, la concentracion de
0.01 mg.L" de Biobras-6 resulté la méas efectiva para la
obtencién de un callo con buenas caracteristicas
embriogénicas; al parecer, se logré alcanzar un adecua-
do balance entre las dosis de auxina (2,4D) y el com-
puesto, lo que permitié el desarrollo callogénico.

Se conoce que el brasinoesteroide no afecta el nivel
y metabolismo de la auxina en el tejido de la planta, exis-
tiendo fuertes interacciones entre ambas fitohormonas (13),
y que la combinacidn de los dos compuestos promovie-
ron el crecimiento de los callos de varios cultivos (14).

Teniendo en cuenta estudios anteriores, se dio a
conocer que algunos brasinoesteroides pueden estimu-
lar la actividad de las citoquininas por induccién de la
acumulacion de citoquininas endogenas (3).

Enlas Figuras 4 y 5 se presenta el valor de la masa
fresca de los callos a los 35 dias, con el empleo del MH5
y Biobras-6 respectivamente, como sustitutos de la
kinetina en el medio I; de forma general, se pudieron apre-
ciar diferencias significativas entre los tratamientos y
el control.

Masa fresca (g)

Esx+0.01
0.45
0.41 b_
0.351 MHS5 (mg.LY)
0.3 TL1: 025
d T1201
0.251 T13 001
0.2 T14: 0001
TL5: 00001
0.151 Control: 24D 3mgL™
0.1 Kin 084mgl*
0.05
04

T1.1 T1.2 T1.3 T14 T15 control
Combinaciones

Figura 4. Comportamiento de la masa fresca de los
callos con el empleo del MH5 como sustitu-
to de la kinetina en el medio |
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Masa fresca (g) a a Esx+0.01
04
b p
03] c
03;
Biobras-6 (mg.L?)
ol d T2.1: 0.25
T2.2: 0.1
024 T2.3: 0.01
T2.4: 0.001
015 T2.5: 0.0001
o Control: 2.4D 3 mg.L*
Kin 0.84 mg.L*
005
O

T11 T12 T13 T14 T15 control
Combinaciones

Figura 5. Comportamiento de la masa fresca de los
callos con el empleo del Biobras-6 como
sustituto de la kinetina en el medio |

Para el caso del MH5, el mayor valor fue alcanzado
por T1.4 (0.001 mg.L™"). La variante T1.2 (0.1 mg.L™), la
cual present6 las mejores caracteristicas cualitativas,
ocupo el segundo lugar, sin diferir con T1.3 (0.01 mg.L™)
pero si con el resto y el control.

En relacién con el Biobras-6, se destacaron las com-
binaciones T2.3 (0.01 mg.L™)y T2.4 (0.001 mg.L™), mos-
trando diferencias significativas con las demas variantes
y el control. En este caso, T2.3 coincide en ser la dosis
mas efectiva para la calidad y el desarrollo del callo.

La masa fresca de los callos con la utilizacién del
MHS5 y Biobras-6, como sustitutos de la kinetina en el
medio Il, se muestra en las Figuras 6 y 7; el mejor resul-
tado para MH5 correspondi6 a T3.5 (0.0001 mg.L™), se-
guido de T3.4 (0.001 mg.L™), que logré ser la concentra-
cién donde el callo mostré las mejores cualidades, difi-
riendo entre ellas del resto de las combinaciones y del
control, el cual presentd uno de los menores valores.

Masa fresca (g)

a Esx+0.01
045, b
04 <
0.35 e
f .
03 MH5 (mg.L?)
f T3.1:0.25
025 T3.2:0.1
T3.3:0.01
02 T3.4: 0.001
0.151 T3.5: 0.0001
Control: 24D 0.5mg.L?
0L Kin 2 mg.L*
0.051
o) Zm—

T1.1 T1.2 T1.3 T14 T15 control
Combinaciones

Figura 6. Comportamiento de la masa fresca de los
callos con el empleo del MH5 como susti-
tuto de la kinetina en el medio Il
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g/l:sa fresca (g) a a a
' b b__ Esx0.01
03; Biobras- 6 (mg.L )
¢ T4.1: 0.25
051 = T4.2: 0.1
02 T4.3: 0.01
T4.4: 0.001
0151 T4.5: 0.0001
Control: 24D 0.5 mg.L?
014 Kin 2mg.L?
0.05;
o= A—

T11 T12 T13 T14 T15 control

Combinaciones

Figura 7. Comportamiento de la masa fresca de los
callos con el empleo del Biobras-6 como
sustituto de la kinetina en el medio Il

Para el compuesto Biobras-6, T4.4 (0.001 mg.L™)
tuvo el mayor valor de masa fresca, sin diferir con T4.3
(0.01 mg.L™) y T4.5 (0.0001 mg.L™), pero si con las de-
mas variantes y el control. La concentracion T4.3 coinci-
de con el mejor comportamiento en calidad, al mostrar un
callo friable de color crema completamente desarrollado.

La concentracion mas alta de MH5 y Biobras-6
(0.25 mg.L™) utilizada para los medios | y Il no manifesto
efecto positivo, al presentar los menores valores en masa
fresca, lo cual ademas se correspondié con un compor-
tamiento no adecuado en las cualidades del callo, el cual
denotd una apariencia gelatinosa; esto reafirma que los
brasinoesteroides desencadenan su mayor actividad a
muy bajas concentraciones (15).

En dependencia de la composicion celular asi sera
la apariencia externa y la textura del callo; algunos pre-
sentan una masa celular compacta y dura con células
intimamente unidas, lo cual est4 asociado al alto nimero
de células meristematicas presentes en el callo, mien-
tras que otros forman tejidos esponjosos, con una ma-
yor cantidad de espacios intercelulares (6).

Un gran namero de investigadores han demostrado
la eficiencia de los brasinoesteroides como promotores
del crecimiento (16).

En el estudio del efecto de dos brasinoesteroides en
callos de tabaco, se encontr6 que ambos tuvieron efec-
tos diferentes en la formacion de la biomasa, la que estu-
vo inversamente relacionada con el contenido enddgeno
de citoquininas (17).

Dinamica de crecimiento de los callos para los me-
dios | y II. La dindmica de crecimiento de los callos pro-
cedentes de las mejores variantes obtenidas para el me-
dio 1 (T1.2;0.1mg.L* MH5y T2.3; 0.01 mg.L™ Biobras-6)
se muestra en la Figura 8; se encontrd, en todos los tra-
tamientos, un comportamiento superior en el crecimiento
de la masa callogénica comparado con el control. Para
todos los casos, se observd una fase de latencia, que
tuvo una duracion de cinco dias. En este momento, no
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se manifestd crecimiento del explante, indicativo de un pe-
riodo adaptativo de las células a las nuevas condiciones de
cultivo. La fase de crecimiento exponencial se evidencio
desde los seis hasta los 14 dias, con un desarrollo acelera-
do del callo, como muestra de una intensa division celulary
consecuencia de la activa interaccion de los componentes
del medio, con el contenido hormonal endégeno del explante.

y=-4E-07X* + 9E-06X*+ 0.0004x? - 0.001x + 0.02 R? = 0.9939
y= 3E-07X* - 5E-05X®+ 0.002x? - 0.0095x + 0.029 R?=0.9939
y= 1E-08X* - 3E-05X3+ 0.0013x? - 0.0063x + 0.0268 R?=0.9958

0.45 -

0.4
@ 0.35 -
< 03
? 0.25 -

MHS5:
Biobras-6:
Control:

0.1 mg.L*?
0.01 mg.L?
Mediol
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Dias después de la siembra

Figura 8. Dinamica de crecimiento de los callos con
el empleo delos biorreguladores como sus-
titutos de la kinetina en el medio |

Para las variantes y el control, la fase de crecimien-
to lineal se presentd desde los 15 hasta los 30 dias,
momento en que se puso de manifiesto la fase estacio-
naria, con detenimiento en el incremento de la masa fres-
ca de los callos.

En la Figura 9, se observa la curva de crecimiento
callogénico para las mejores combinaciones desarrolladas
en el medio Il (T4.4; 0.001 mg.L™* MH5 y T5.4; 0.01 mg.L™
Biobras-6); se presento para el control una fase prepara-
toria con una duracion de ocho dias a diferencia de las
variantes estudiadas, la cual culminé a los cinco dias
después de la siembra. Posteriormente, se manifesto la
fase exponencial en correspondencia con una gran activi-
dad celular y desarrollo del callo, desde los ocho hasta
los 12 dias para el control y desde los cinco hasta 10
dias para las combinaciones. La fase lineal abarco6 desde
los 12 a 30 dias en relacion con el control, siendo mas
corta para el caso de las variantes con un periodo de 10 a
27 dias, momento a partir del cual se observo una etapa
estacionaria con escaso desarrollo callogénico.

De forma general, se not6 una mejor respuesta en la
dindmica de crecimiento de los callos, en aquellos trata-
mientos donde se emplearon los biorreguladores MH5 y
Biobras-6 para los medios | y Il. En cada uno de ellos se
observé una curva de crecimiento sigmoidal, con las cua-
tro fases informadas por numerosos autores.

Se observo la influencia del medio en el crecimiento
del callo de papa (var. Desirée), presenciando en uno de
los casos la existencia solamente de tres fases de su
crecimiento (18).

y=-1E-06x* + 6E-05x° - 0.0003x? - 4E-05x + 0.0229  R?=0.9937
y= 7E-07x* - 9E-05x® + 0.0031x? - 0.0173x + 0.0325 R?=0.9918
y= 7E-07x* - 8E-05x® + 0.0027x2 - 0.015x + 0.0311 R?=0.992
0.5 MH5: 0.001 mg.L?
Biobras-6: 0.01mg.L?

304
0.3
0.2
0.1

Control: Medio Il

Masa fresca

0 5 10 15 20 25 30 35

Dias después de la siembra

Figura 9. Dinamica de crecimiento de los callos con
el empleo delos biorreguladores como sus-
titutos de la kinetina en Medio I

En café, se sefial6 un comportamiento tipicamente
sigmoidal en la curva de crecimiento, al estudiar la
callogénesis de C. canephora (var. Robusta) (19) y al
emplear el analogo MH5 (20).

Los resultados obtenidos demuestran el efecto favo-
recedor de los analogos de brasinoesteroides MH5 y
Biobras-6 en la formacion de callos de mejor calidad
embriogénica, al ser empleados como sustitutos de la
kinetina a las concentraciones de 0.1 mg.L™" de MH5 y
0.01 mg.L" de Biobras-6 para el medio | y 0.001 mg.L™
de MH5y 0.01 mg.L™ de Biobras-6 para el medio Il.

REFERENCIAS

1. Sasse, J. M. Brassinole-induced gation and auxin.
Physiol. Plant., 1990, vol. 80, p. 401-408.

2. Sasse, J. M. Recent progress in brassinosteroid
research. Physiol. Plant., 1997, vol. 100, p. 696-701.

3. Ndfiez, Miriam y Robaina, Caridad M. Brasinoesteroides.
Nuevos reguladores del crecimiento vegetal con am-
plias perspectivas para la agricultura. IAC. Campinas.
2000, 83 p.

4. Nufiez, Miriam. Los brasinoesteroides y su actividad bio-
l6gica. La Habana. Instituto Nacional de Ciencias Agri-
colas. 1998, 61 p.

5. Thomas, S. C. CURVEFIT. Programa informativo para el
ajuste de curvas. Version 2. 10. T. 1987.

6. Urrea, A. Estudio de parametros para la seleccion in
vitro en la mejora de resistencia a Phythophthora
infestans (Mont). De Bary en papa (Solanum tuberosum,
L.) var. Diacol Capiro. Tesis de Maestria. 1999, 68 p.

7. Moré, Olivia; Hernandez, Maria M.; Garcia, Diana y Nufiez,
Miriam. Efecto del DDA-6 sobre la callogénesis y forma-
cion de estructuras embrioidales en papa (Solanum
tuberosum, L.). En: Seminario Cientifico (10: 1996: La
Habana), INCA.

8. Moré, Olivia; Hernandez, Maria M.; Garcia, Diana y Nufiez,
Miriam. Efecto del analogo de brasinoesteroide MH5 en
el proceso de callogénesis en papa (Solanum
tuberosum, L.). Ponencia XII Férum Ciencia y Técnica.
UNAH. 1997.



Empleo de dos analogos de brasinoesteroides en la formacion de callos embriogénicos en papa

10.

11.

12.

13.

14.

Garcia, Diana. Actividad biolégica de analogos de
brasinoesteroides sobre la formacidon de callos
embriogénicos en cafeto (Coffea canephora, Pierre). Te-
sis de Maestria. Biologia, Universidad de La Habana.
1998, 74 p.

Garcia, D. Accion del analogo de brasinoesteroides MH5
y la kinetina en la formacion de biomasa en callos de
Coffea canephora Var. Robusta. Cultivos Tropicales,
2000, vol. 21, no. 3, p. 39-45.

Hernandez, M. M.; Moré, O. y Nufiez, M. Empleo de analo-
gos de brasinoesteroides en el cultivo in vitro de papa
(Solanum tuberosum, L). Cultivos Tropicales, 1999, vol.
20, no. 4, p. 41-44.

Prede, M. L. Morfologia in vitro en variedades comercia-
les de arroz (Oryza sativa, C.): evidencia histolégica y
efecto biorregulador de fitohormonas tradicionales y ana-
logos de brasinoesteroides. Tesis de Maestria. Biolo-
gia. Universidad de La Habana. 1999, 104 p.

Cao, H. y Chen, S. Brassinosteroid induced rice lamina
joint inclination and its relation to indole-3acetic acid and
ethylene. Plant Growth Regul., 1995, vol. 16, p. 189-196.
Sakurai, A.; Fujioka, S. y Saimoto, H. Production of
brassinosteroids in plant- cell cultures. En:
Brassinosteroids. Chemistry, Bioactivity and Applications.
Washington: American. Chem. Society. 1991.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Khripach, V. A.; Zhabinskii, V. N. y Groot, A. E.
Brassinosteroids. A new class of plant hormones.
London. Academic Press. 1999.

Bellicampi, D. y Morpurgo, G. Stimulation of growth
induced by brassinosteroid and conditioning factors in
plant-cell cultures. En: Brassinosteroids. Chemistry.
Bioactivity and Applications. Washington. Am. Chem.
Coc. 1991.

Gaudinovéa, A. /et al./. Different effects of two
brassinosteroids on growth auxin and cytokinin content
in tobacco callus tissue. Plant Growth Regul., 1995, vol.
17, p. 121-126.

Hidrobo, J. R. Estudios morfoldgicos, histoldgicos y
bioquimicos de callos embriogénicos en el cultivo de la
papa (Solanum tuberosum, L.). Tesis de Maestria. Bio-
logia. Universidad de La Habana. 2000, 127 p.

Zapata, B. Estudio morfohistolégico y bioquimico de la
embriogénesis somatica en Coffea canephora var. Ro-
busta. Trabajo de Diploma. UNAH. 1994, 48 p.

Garcia, Diana; Torres, W.; Cuba, Marely y Nufiez, Miriam.
Crecimiento de callos de Coffea canephora var. Robus-
ta por efecto del analogo de brasinoesteroides MH5. En:
Seminario Cientifico ( 11: 1998: La Habana). INCA. La
Habana. 1998b, p. 127.

Recibido: 23 deabril del 2001
Aceptado: 24 de octubre del 2001

Precio: 5000 USD

» Mejoramiento genético de las plantas

Coordinador: Dra.C. Maria E. Gonzélez Hernandez

Duracion: 2 afios
Fecha de comienzo: febrero/2002

i

SOLICITAR INFORMACION -

Dr.C. Walfredo Torresdela Noval
Direccion de Educacion, Servicios I nformativos y Relaciones Publicas
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA)
Gaveta Postal 1, San Josédelas L gjas, La Habana, Cuba. CP 32700
Telef: (53) (64) 6-3773
Fax: (53) (64) 6-3867
E.mail: posarado@inca.edu.cu

35



	Título
	Autores
	Abstract
	Resumen
	Palabras clave
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Referencias

