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ACCION DEL ANALOGO DE BRASINOESTEROIDES MH,
Y LA KINETINA EN LA FORMACION DE BIOMASA
EN CALLOS DE Coffea canephora VAR. ROBUSTA

Diana Garcia

ABSTRACT. With the objective of knowing theaction of MH5
brassinosteroid anal og and different concentrations of kinetine
on the fresh and dry matter production in callus of Coffea
canephora var. Robusta formed from foliar explants, a study
was carried out in which different combinations of treatments
and timesof exposure were eval uated. Thus, the concentrations
of 2,1,05and 0.2 mg.L " kinetineand 0.1,0.05and 0.01 mg.L™*
MH5 were used. Datawere analyzed by simple classification
ANOVA and dsofactorially. On the other hand, the proportions
of mass increase were calculated for the different treatments
and their respective variances. The results showed that the
former treatmentswith the smallest concentrations of kinetine
allow to obtain the maximum values for both dry and fresh
meatters, when the callusesare placed in mediawith the presence
of the smallest concentrations of MH5; in the same way, the
behavior of proportions of increase was determined by the
hormonal balance. Also, there was a decrease in the value of
estimated variances in those treatments with the
brassinosteroid analog.

Key words. brassinosteroid analog, kinetine, callus,
biomass, Coffea canephora

INTRODUCCION

Los brasinoesteroides constituyen un grupo de com-
puestos naturales con probada actividad en el crecimien-
to vegetal y en la actualidad son reconocidos como
fitohormonas con mecanismos de accion diferentes a los
de las hormonas clésicas. Los analogos de estos
esteroides, sintetizados en Cuba, resultan muy efecti-
vos y presentan bajos costos de produccion, lo que favo-
rece su uso en multiples estudios in vitro (1, 2, 3, 4).

Estos compuestos no han sido capaces de promover,
por si solos, la formacién de callo en diferentes cultivos,
entre ellos C. canephora var. Robusta (5, 6, 7 ); lo que ha
guedado bien establecido es que pueden promover la
elongacion celular en un amplio rango de especies vegeta-
les, afirmandose que un sistema intacto de brasinoesteroides
es un requerimiento absoluto paratal fin (8).
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RESUMEN. Con €l objetivo de conocer laaccion del andlogo
de brasinoesteroides MH, y diferentes concentraciones de
kinetina en la formacion de masas fresca y seca de callos de
Coffea canephora var. Robustaformados apartir de explantes
foliares, se llevd a cabo un estudio en e que se probaron
diferentes combinaciones de tratamientosy tiempos; paraello
fueron utilizadas las concentracionesde 2, 1, 0.5y 0.2 mg.L™
dekinetinay 0.1,0.05y 0.01 mg.L " deMH_. A losdatos obte-
nidos se les realizaron andlisis de varianza de clasificacion
simpley también con método factorial. Por otra parte, fueron
calculadas las proporciones de incremento entre los diferen-
tes tratamientos y las varianzas de cada uno de ellos. Los
resultados mostraron que tratamientos precedentes con las
menores concentraciones de kinetina permiten obtener los
maximos valores, tanto de masa fresca como seca, cuando los
callos son col ocados en medios con la presenciade las meno-
res concentraciones de MH, asi como que el comportamiento
delasproporcionesdei ncremento estuvo determinado por los
balances hormonal es. También seencontré unadisminucion en
e valor de las varianzas estimadas en los tratamientos en los
gue estaba presente € andlogo de brasinoesteroides.

Palabras clave: andlogo de brasinoesteroides, kinetina,
callo, biomasa, Coffea canephora

Se ha confirmado, también en C. canephora, que al
combinarse el analogo MH, con 2,4-D, en presencia o0 no
de kinetina, se observa un favorecimiento en el balance
hormonal para la formacién de masa fresca en el callo (9).
Para protoplastos aislados de Petunia, en condiciones no
Optimas de auxina, tanto 10 como 100 nM de Brasinélida
aceleran las primeras divisiones celulares (12 horas de
cultivo), siendo muy elevado el incremento en la frecuen-
cia de division celular de las 72 a las 120 horas de culti-
vo, hecho que no se verifica cuando se trabaja en condi-
ciones Optimas de auxinas y citoquininas (10). Trabajan-
do con hipocotilos de diferentes cultivares de algoddn,
encontraron que 0.01 ppm de Brasindélida promovio sola-
mente la diferenciacion celular (11), cuando esta concen-
tracion se combind con 0.5 ppm de AIA se promovié la
embriogénesis y cuando fue con 0.5 ppm de 2,4-D se
forma callo en todos los cultivares estudiados lograndose,
al remover este, la formacion de callo embriogénico y
embriones.



Por otra parte, algunos autores (12) demostraron que
la Epibrasindlida 55 es capaz, en células radicales de
cebada en condiciones de estrés salino, de estimular la
actividad mit6tica y el proceso de crecimiento inhibido
por esta condicion. No obstante, el papel que juegan los
brasinoesteroides en la division celular no esté bien dilu-
cidado, pues parece ser necesaria la presencia de otros
reguladores del crecimiento para combinar su actividad
en este proceso.

A partir de estos resultados, el objetivo del presente
trabajo fue determinar la accion del analogo de
brasinoesteroides MH,_ en la formacion de masas fresca
y seca, una vez que el callo de Coffea canephora var.
Robusta ha sido formado y desarrollado en un medio con
diferentes concentraciones de kinetina.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de los callos, se utilizaron
explantes foliares de Coffea canephora var. Robusta, si-
guiendo la metodologia propuesta para la seleccion y
desinfeccién del material vegetal (13). Los medios de
cultivo estuvieron conformados por los nutrientes minera-
les componentes del medio de Murashige y Skoog (14),
complementados con tiamina, &cido nicotinico, piridoxina,
cisteina e inositol, asi como por 0.5 mg.L™ (2.26 um) de
2,4-D como regulador del crecimiento auxinico; como fuen-
te de carbono se utiliz6 sacarosa y como agente
solidificante Gelrite, ajustandose el pH a 5.8. Las condi-
ciones de cultivo fueron: oscuridad y temperatura de
25+2°Cy las siembras fueron realizadas en frascos con
capacidad de 200 mL con 25 mL de medio de cultivo. En
la Tabla | aparece la descripcién de los tratamientos apli-
cados, segun los reguladores del crecimiento presentes
en los medios de cultivo y el tiempo en cada uno de es-
tos. Tres repeticiones de las masas fresca (evaluacion al
momento de separar el callo del medio de cultivo) y seca
(evaluacién después de ser sometido el callo alatempe-
ratura de £ 60°C por espacio de 24 horas), fueron evalua-
das alos 90 6 120 dias, segun el esquema de cultivo. El
experimento quedd disefiado como un modelo de Blo-
ques al Azary clasificacion simple para m_y, ademas,
con método factorial (cuatro concentraciones de kinetina
y tres concentraciones de MH,) en los casos de m, y m,.
Para docimar las respuestas entre tratamientos, se reali-
zaron los respectivos andlisis de varianzas y las diferen-
cias entre las medias se determinaron segun la prueba
de rango multiple de Duncan.

Por otra parte, se calcularon las proporciones de in-
cremento (Tabla I1), tanto de la masa fresca como de la
seca entre los valores medio de las variantes tratadas
con MH, (m.t), respecto a los del mt que contenian
solamente las diferentes concentraciones de kinetina (A),
asi como entre los tratamientos que volvieron al medio
con 0.2 mg.L™ de kinetina (m,t,) enrelacion con el medio
inicial, también con 0.2 mg.L" de kinetina (B) y a los
medios con igual concentracion de kinetina y las diferen-
tes concentraciones de brasinoesteroides (C).
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Tabla I. Tratamientos (T) en estudio

medios de cultivo (reguladores del crecimiento)
my ma ms

Tiempos kinetina MHs kinetina
T [mgl* uM  mgl* M mgl' um

1 2 9.29 - - - -

o 2 1 4.65 - - - -
3 0.5 2.32 - - - -

4 0.2 0.93 - - - -

5 2 9.29 0.10 2165 - -

6 2 9.29 0.05 108.2 - -

7 2 9.29 0.01 216 - -

8 1 4.65 0.1 216.5 - -

t, 9 1 4.65 0.05 108.2 - -
10 1 4.65 0.01 216 - -

11 0.5 2.32 0.1 2165 - -

12 0.5 2.32 0.05 108.2 - -

13 0.5 2.32 0.01 216 - -

14 0.2 0.93 0.10 2165 - -

15 0.2 0.93 0.05 108.2 - -

16 0.2 0.93 001 216 - -
17 0.2 0.93 0.10 2165 0.2 0.93
ts 18 0.2 0.93 0.05 108.2 0.2 0.93
19 0.2 0.93 0.01 216 0.2 0.93

t,: 90 dias en m, (subcultivado a los 60 dias)

t,: 60 dias en m +30 diasenm,

t,: 60 dias en m +30 dias en m,+30 dias en m,

*Sintetizado en el Lab. Prod. Nat. Fac. Quimica Univ. de La Habana

Tabla Il. Calculo de las proporciones

P Célculo

A Py tsm2)y timz1)
P, temz)y timu)
Ps t7(m2)y t1(m1)
P4 tsm2)y ta2(mi)
Ps tomz2)y t2(m1)
Pe t 1om2)y t2(m1)
P t11(m2)y t3mu)
P t12(m2) t3mu)
Py t13(m2)y t3mu)
Pio t1amzy tama
P11 t1s(m2)y tamm)
P t16(m2y t4ami)

B Pi3 f17(m3)/ f4(ml)
P14 t1sms)y tamu)
PlS f’lq(m?\/ fA{m1\

C Pie t17(may t1a(m2)

t1gms)y t1s5(m2)
t19m3)y t1e(m2)

P: Proporciones
m: Medio de cultivo

A,By C: Combinaciones de tratamientos
t: media del tratamiento (Tabla 1)

Serealiz6 la estimacion de las varianzas (s°) de cada
tratamiento y segun la distribucion:

2
STmaYor | E(m-2,n-2GL)  (15)

S? menor



y se calculé el valor de F, dividiendo siempre la s*de mayor
valor entre la de menor. Para este analisis de las varianzas,
los tratamientos del m.t, fueron comparados, segun la
concentracién de kinetina de la que provenian, con los
del m.t;y los del m_t , que solo contenia 0.2 mg.L™ de
kinetina, con su correspondiente del m.t . De esta mis-
ma forma, fueron comparados los tratamientos del m.t y
del mt.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran los callos obtenidos por
efecto de los diferentes tratamientos empleados, pudien-
do observarse, desde el punto de vista cualitativo, que
son muy similares, estando dadas sus diferencias sola-
mente en la talla.

La Tabla Ill presenta los resultados de las diferen-
cias estadisticas entre tratamientos, tanto para la masa
fresca como para la masa seca en los medios y tiempos
m.t ym,t . Como puede observarse parala masa fresca,
las variantes que no se desarrollaron en un medio con
MH,, independientemente de la concentracion de kinetina,
no presentaron diferencias significativas entre ellas y si
con el resto de las combinaciones, resultando los trata-
mientos que menos masa alcanzaron. La concentracion
de 0.05 mg.L " de MH_ con 1 mg.L™ de kinetina present6
el maximo valor, difiriendo del resto; pero nétese que, en
general, las combinaciones donde estaban presentes las
concentraciones de 0.05y 0.01 mg.L * de MH, presen-
taron los mejores resultados.

Figura 1. Callos obtenidos en los diferentes medios de cultivo en estudio
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Tabla lll.
medios y tiemposm t ym.t,

Diferencias estadisticas entre las combinaciones de concentraciones de MH_ y kinetina en los

Masa fresca Masa seca
Kinetina (mg.L™) Kinetina (mg.L™)

MHs (mg.L™) 2 1 0.5 0.2 2 1 0.5 0.2
0.1 6.0lef  533gh  5.64fg 494n | 0.19ef  017fg  0.16gh  0.15 hi
0.05 6.09 def 8.49 a 6.52 cde 7.21b 0.17 g 0.19e 0.22 bc 0.27 a
0.01 751b 6.59 cd 5.40 gh 7.06 bc 0.21 cd 0.20 de 0.22 bc 0.19 ef
0 3.04i 2.86 i 3.08i 3.321 0.11 0.12 0.15 hi 0.15 hi
ES x 0.17%** 0.005**

Para el caso de la masa seca, se encontr6 que el
tratamiento sin brasinoesteroides estuvo favorecido
significativamente para las concentraciones de 0.5 y
0.2 mg.L " de kinetina, y que éstas a su vez no presenta-
ron diferencias con las combinaciones que contenian
0.1 mg.L™" de MH,. La mejor variante resulto la de
0.05 mg.L™ de MH_con 0.2 mg.L ™ de kinetina, siguien-
do en orden de formacion de masa seca las concentra-
ciones de 0.05 y 0.01 mg.L ™" de brasinoesteroides con
0.5 mg.L™ de kinetina. Al analizar el medio 3 (Tabla 1V),
en el que solamente se valora la concentracién de 0.2 mg.L*
de kinetina, se encontraron diferencias significativas, tanto
para una como para otra masa, entre las diferentes con-
centraciones de MH,, siendo en ambos casos la de
0.05 mg.L™ la de mejor respuesta.

Tabla IV. Diferencias estadisticas entre las combi-
naciones de concentraciones de MH, y
0.2 mg.L™ de kinetina en el medio y tiem-

pom.t,
Masa fresca M asa seca
MHs (9) (9)
(mg.L™
0.1 8.77cC 041c
0.05 13.40 a 0.65a
0.01 12.42 b 0.50b
ESy 0.23** 0.03**

Evidentemente, las variaciones en los niveles de
kinetina no resultaron un factor determinante para la for-
macion de masa fresca, mientras que los tratamientos
posteriores, donde estuvo presente el analogo MH,, pro-
vocaron un aumento notable en este indicador. Estos va-
lores de masa fresca no se habian alcanzado en investi-
gaciones anteriores (16, 17), donde el analogo fue utiliza-
do como complemento de auxina y citoquinina o como
sustituto de esta Ultima, en tiempos de cultivo similares.

Se conoce gue los brasinoesteroides cambian el me-
tabolismo citoquininico, pudiendo provocar acumulacio-
nes enddgenas de estas hormonasy, a su vez, también
son capaces de incrementar los niveles de auxina que
provocan un decremento en los niveles de citoquininas o
su degradacion (18, 19, 20, 21), todo lo cual puede mani-
festarse, al disminuir la actividad citoquininica, en una
disminucién en la formacion de masa fresca.
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Este efecto va unido tanto a los niveles de auxina 'y
de citoquininas como a los de brasinoesteroides, y son
los responsables de llevar a cabo un balance hormonal
adecuado o no y explicaria el por qué, en trabajos ante-
riores (16), concentraciones superiores a 0,01 mg.L™" de
MH, o de otro analogo, DAA-6, con 0.5 mg.L™ de 2,4-D
no brindaron respuestas positivas.

Que el analogo de brasinoesteroides MH, sea capaz
de provocar un aumento tan marcado en masa fresca,
después de que el callo fue sometido a un tratamiento
con 2,4-D y kinetina, pudiera ser explicado de igual for-
ma, es decir, se crea un balance enddgeno valido, deter-
minado por las concentraciones de kinetina, para ser fa-
vorecido posteriormente en presencia del MH, que por si
s6lo no es capaz de desencadenar el proceso.

Para la masa seca ocurre algo similar, aunque por
ser este un indicador de crecimiento mas preciso, pues
excluye el contenido de agua en el material, delimita
mucho mejor las combinaciones de tratamientos de me-
jor respuesta y como las evaluaciones se realizaron en el
mismo momento del crecimiento del callo no existe posi-
bilidad de introducir errores. Queda claro que los trata-
mientos que contenian los menores niveles de kinetina
resultaron los precedentes mas adecuados para un ba-
lance hormonal posterior con los menores niveles de MH..

Cuando se analizan solamente los precedentes de
0.2 mg.L" de kinetina y los medios con las diferentes
concentraciones de brasinoesteroides sobre el medio m.t,
se evidencia en el extraordinario aumento en biomasa de
los callos, que los tratamientos previos favorecieron en
gran medida el proceso. Comparando con resultados ob-
tenidos anteriormente, para el mismo tiempo de cultivo
pero con concentraciones mayores de kinetinay el MH,
utilizado como complemento hormonal (9), se observa
gue existe aproximadamente cuatro veces mas forma-
cién de masa en los callos en este caso, lo que pone de
manifiesto la eficiencia de esta forma de cultivo. Pudiera
decirse que el MH, reestructura los niveles hormonales
enddgenos, de tal forma que al realizarse aplicaciones
hormonales nuevamente, sin su presencia, el resultado
es superior.

Hasta el momento se ha discutido sobre el efecto
del analogo MH, en la formacion de masas frescay seca,
¢implica esto variaciones en la multiplicacion celular?.
Como ya se ha dicho, la masa fresca puede ser fluctuan-
te atendiendo al contenido de agua en el material anali-



zado y el incremento en masa seca puede estar relacio-
nado con cambios cualitativos del crecimiento. Ademas,
en organismos multicelulares la division y la expansion
celular pueden ser eventos independientes (22), por lo
gue no seria conveniente confundir uno y otro procesos.

En la Figura 2 se exponen, tanto para la masa fres-
ca como para la seca, las proporciones de incremento
entre los valores medio de las variantes del m,t , que con-
tenian las diferentes concentraciones de brasinoesteroides
provenientes de ser cultivadas por 60 dias en m_ y las
variantes del m t, correspondientes en concentracion de
kinetina.
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Figura 2. Proporcion deincremento entre los valo-
res medio de las masas fresca y seca de
las variantes con MH_(m.t) y los tratamien-
tos con las diferentes concentraciones de
kinetina (m t))

A la concentracion de 0.1 mg.L™ de MH,, se obser-
va, para la masa fresca, que con un decremento en la
concentracion de kinetina aparece también un discreto
decremento en el valor de las proporciones, mientras que
para la masa seca este decremento es mas evidente,
fundamentalmente en el rango de 2-0.5 mg.L™ de kinetina.
En presencia de 0.05 mg.L", la masa fresca aumenta
notablemente hacia la concentracién de 1 mg.L™" de
kinetina (casi tres veces), cayendo posteriormente. Para la
masa seca aparece un ligero aumento haciaun 1 mg.L™* de

kinetina para volver a caer y encontrar su maximo valor
en 0.2 mg.L™ de kinetina. Cuando se valora la concen-
tracion de 0.01 mg.L™ de MH,, se observa un decreci-
miento en masa fresca hasta 0.5 para volver a aumentar
en 0.2 mg.L™" a niveles similares a los anteriores; en el
caso de la masa seca se observa un decrecimiento con
la disminucion de la concentracion de kinetina.

En general, las proporciones de incremento de la
masa fresca fueron superiores a las de la masa seca,
con la coincidencia de que, independientemente de la
concentracion de kinetina, las maximas proporciones de
incremento se encontraron siempre con las concentra-
ciones de 0.05y 0.01 mg.L™" de MH_.

A partir de este resultado, queda claro lo que se ha-
bia referido anteriormente, que las respuestas estuvieron
definidas por las combinaciones de concentraciones de
los reguladores del crecimiento, lo que implica que las
combinaciones que provocaron mayor produccion de
biomasa no necesariamente coinciden con los de mayor
proporcion de incremento, pues los balances adecuados
pueden verificarse a diferentes niveles de interaccion hor-
monal.

En la Figura 3 aparecen las proporciones de incremen-
to correspondientes a la concentracién de 0.2 mg.L™ de
kinetina con las tres concentraciones de MH..
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Figura 3. Proporciones de incremento entre los va-
lores medio de las masas frescay secade
los tratamientos con MH_ (m_t.) y el trata-
miento con 0.2 mg.L™ de kinetina (mty
m_t)), asi como entre los tratamientos de
mit.ymt



Como se observa para la masa fresca en las tres
concentraciones de brasinoesteroides, la mayor propor-
cion de incremento se encontré entrem.t. ymt (PP ,
y P_.); es decir, que apareci6 un aumento notable de masa
fresca (aproximadamente entre tres a cinco veces), cuan-
do los callos fueron transferidos de los medios con MH_
al medio inicial por espacio de un mes adicional, siendo
mas notable para el precedente de 0.05y 0.01 mg.L™ de
este producto. Debe sefialarse que, en general, se provo-
caron proporciones de incremento alrededor de dos ve-
ces las iniciales para el resto de las combinaciones.

Para la masa seca, con incrementos mas discretos
que la fresca, se encontré el méximo valor para la rela-
cionentrem;t ymgt (P ,P_YyP ) enlastres concen-
traciones de brasinoesteroides, notdndose un comporta-
miento muy homogéneo para el resto de las variantes
dentro de las concentraciones de MH,. Debe destacarse
gue los tratamientos que durante las evaluaciones estu-
vieron tratados con 0.05 mg.L™ del producto observaron,
en conjunto, el mejor resultado.

En este caso la respuesta se definié por la concen-
tracion de MH, y el tiempo en el medio de cultivo (m_ y m,
90 dias y m, 120 dias), pero notese que para la masa
fresca, a las concentraciones de 0.05y 0.01 mg.L™ de
MH,, las proporciones de incremento entre los medios 2
y1 (P, yP,,) resultaron superiores a los de los medios 3
y2(P,yP,), mientras que para la masa seca, en las
tres concentraciones del analogo, no se diferenciaron las
proporciones de incremento entre los medios 2y 1 (P,
P,y P,)yentre los medios3y1 (PP, yP,). Este
resultado parece sugerir que la permanencia en el medio
de cultivo no fue tan decisiva para las proporciones de
incremento como los tratamientos precedentes con el
analogo MH,..

En la Tabla V se presentan los calculos de las
varianzas y la estimacion de F. Como se observa para la
masa fresca, las varianzas de los tratamientos que con-
tenian brasinoesteroides (m.t,) siempre son menores que
su correspondiente sin el producto (mt), llegando a
alcanzarse valores significativos de F en la mayoria de

los casos (Fm -m,). Cuando los tratamientos que conte-
nian el analogo vuelven al medio sin este (m.t,), los valo-
res de varianza aumentan nuevamente y con diferencias
significativas con m.t, (Fm_-m ). Entre los medios m_y
m, no se observan diferencias significativas (Fm,-m,). La
masa seca presenta un comportamiento similar, aunque
aparecen mayor nimero de combinaciones con valores
significativos para F y en la mayoria de los casos estas
se verifican al 1 % de probabilidad.

El analisis de estos resultados permite inferir que el
analogo de brasinoesteroides MH, es capaz de minimi-
zar la variabilidad inherente al cultivo in vitro en la forma-
cién de biomasa de callos; no obstante, es solo una
primera aproximacion a esta problemética, pues es ne-
cesario realizar estudios de tamafio de muestra que per-
mitan realizar la estimacion sin sesgo.
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Tabla V. Varianzas (s°) y significacién de F en los tratamientos (T) en estudio
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