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RESUMEN

Este experimento se desarrollé6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, Facultad de Agronomia de la
Universidad Agraria de la Habana (UNAH), con el objetivo de evaluar los efectos de diferentes concentraciones
de un biopreparado cubano de origen rizobacteriano denominado RIZOBAC, en la obtencion de mayor masa
fresca y buenas caracteristicas embriogénicas de callos in vitro de papa (Solanum tuberosum, L.) var. Desirée,
provenientes de vitroplantulas del género Solanum, del Banco de Germoplasma perteneciente al Departamento
de Genética y Mejoramiento del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), asi como valorar la posible
sustitucion de los reguladores del crecimiento tradicionales como el 2,4-D y la kinetina en los medios de
cultivo ya establecidos para la callogénesis de este cultivo. Se estudiaron varios tratamientos, utilizando un
medio de cultivo control, el cual no contenia estas sustancias bioactivas, ademas se sustituy6 el 2,4-D (3.0
mg.I"") y la kinetina (0.5 mg.I"") con el RIZOBAC, en varias concentraciones (0.5; 1.0; 1.5y 2.0 mg.I"") y en otros
casos adicionandolo al medio de cultivo control en las mismas concentraciones indicadas anteriormente. Se
evalud la masa fresca, los cambios de coloracion, la textura y la consistencia de los callos. Se detectaron
variaciones en las respuestas de los indicadores evaluados, obteniéndose los mejores resultados al utilizar
1.5 mg.I""de RIZOBAC como sustituto de las auxinas; ademas se obtuvieron buenos resultados al incluir
RIZOBAC a la misma concentracién en el medio de cultivo que se venia utilizando para la inducciéon de
callogénesis en la papa, el cual contenia los dos reguladores del crecimiento. Con la sustitucion del 2,4-D y/
o kinetina por el RIZOBAC se pueden ahorrar hasta 10ctvs USD por cada litro de medio de cultivo.
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ABSTRACT

This experiment was carried out in a plant biotechnology laboratory at Havana Agronomy University (UNAH),
evaluating the effects of different concentrations of bacterial preparations (RIZOBAC) on the obtention of fresh
mass and on embryogenesis caracteristics of potato (Solanum tuberosum, L.) var. Desirée, callus in vitro
obtained from the potato Germoplasm Bank of the Departament of Genetics and Plant Improvement, at the
National Institute of Agricultural Science (INCA) as well as to estimate the possible substitution of plant growth
regulators such as 2,4-D and kynetine in the culture media, to establish callogenesis of this crop. Different
treatments were studied employing the established crop media as the control treatment; besides, the
substitution of the auxins (3.0 mg.I'") and citokinins (0.5 mg.I'"), with the bioactive complex (RIZOBAC) in
different concentrations (0.5; 1.0; 1.5 y 2.0 mg.l""), and in other cases adding to the control culture media, the
same concentration. The fresh weight, colour changes, texture and consistence of the callus were evaluated.
Variations were noted in the clone response as well as in the indicators. The best results were obteined using
(1.5 mg.I"") RIZOBAC as a sustitute for auxins. Favorable results were also obtained when the (RIZOBAC) at
concentration of 1, 5 mg.I"' was included in the original culture media that contained the two plant growth
regulators. More than 10cts USD could be saved per litre of culture media with the substitution of 2, 4-D for the
RIZOBAC.

Keywords: biopreparates, callus, indices, in vitro, plant growth regulator

INTRODUCCION multiples ensayos relacionados con la

micropropagacion y el mejoramiento genético

La papa (Solanum tuberosum, L.) es uno de los
cultivos alimenticios mas importantes del mundo
por sus multiples beneficios (ocupa el cuarto lugar
entre los alimentos mas populares del mundo,
después del arroz, trigo y maiz), ademas de ser
muy utilizado como modelo agronémico en

(Estévez, 1995). Los rendimientos en este cultivo
han experimentado significativas afectaciones a
causa de multiples factores como las
enfermedades, plagas y por las dificultades en la
obtencién y propagacion de semilla por métodos
tradicionales (Pérez et al., 2001). La embriogénesis
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somatica es uno de los métodos mas utiles de
propagacion masiva de plantas por su alta tasa de
multiplicacion, desarrollo y conversiéon de
embriones somaticos en plantas (Montes et al.,
1995; Weger, 1998), llegando a convertirse en una
alternativa para el aumento de la produccién de
semilla. La callogénesis es el primer paso hacia
la consecucion de embriones somaticos
(Hernandez et al., 1999), pero debido a multiples
factores adversos al cultivo como la contaminacion,
microbiana mala manipulacién del material inicial,
condiciones del explante y por la falta de algun
componente de los medios de cultivo como son
los reguladores del crecimiento, su estudio y
descripcidn se hacen complejos (Broks, 1994).

En el Departamento de Fisiologia Vegetal el Grupo
de Oligosacarinas pertenciente al Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) de Cuba
se ha obtenido un biopreparado de produccién
comercial denominado RIZOBAC (Hernandez et al.,
1998a; Hernandez et al., 1998b) fue aislado a partir
de bacterias de la rizésfera del maiz (Zea maize)
var. Francisco y, después de varias pruebas se ha
comprobado su efecto como biorregulador del
crecimiento (Handam et al., 1991; Hernandez,
1998; Buyer et al., 1999). Estas rizobacterias
pertenecen al grupo de las Pseudomonas, Género
Pseudomona cepacia. Algunos autores como
Hernandez et al. (1998a); Hernandez et al. (1998b)
y Buyer et al. (1999), han considerado a la
Pseudomona cepacia como bacterias con
capacidad de producir componentes promotores
del crecimiento. Estos mismos autores aseguran
que algunos de estos hechos son causados por el
origen bacteriano que tienen estas sustancias,
particularmente en la estimulacién del crecimiento
vegetal, por lo que pueden ser empleadas en mas
bajas concentraciones que aquellas empleadas
convencionalmente. Estas sustancias pueden ser
utilizadas por sus ventajas como biorreguladores
en el desarrollo de plantulas in vitro. Ademas existe
la posibilidad de la sustitucién de las auxinas (2,4-
D) y la citoquininas (kinetina), lo que disminuiria
los costos de los medios de cultivo utilizados para
micropropagar especies de gran importancia
agricola. Se ha demostrado que de esta forma es
posible obtener plantulas a partir de explantes que
pueden ser entrenudos, brotes apicales, axilares,
etc. (Hernandez, 1998).

Se ha incrementado la produccién a gran escala
de estas sustancias y su uso se ha generalizado
en todo el pais. Por todo lo expuesto se plantea
como objetivo en este trabajo, emplear el RIZOBAC
como posible sustituto de los reguladores del
crecimiento 2,4-D y kinetina del medio de cultivo
para induccion de callogénesis en la papa asi
como obtener callos con mayor masa fresca y
buenas caracteristicas embriogénicas.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarrollé en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal perteneciente a la
Facultad de Agronomia de la Universidad Agraria
de la Habana (UNAH), durante los meses de
Noviembre - Diciembre del afio 2000.

Los explantes que se utilizaron fueron los
entrenudos de vitroplantas de 30 dias de edad de
la var. Desirée, provenientes del Banco de
Germoplasma del Género Solanum perteneciente
al Departamento de Genética y Mejoramiento del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA).

Estos explantes se colocaron en frascos de cristal
con cuatro medios de cultivo diferentes para inducir
la formacion de callos (MIC1, MIC2, MIC3 y MIC4)
segun lo descrito por Hernandez et al. (1999) para el
cultivo de la papa, tomando como base el medio de
cultivo de Murashige y Skoog (1962), suplementados
con 3.0 mg.I"de 2,4-D y 0.5 mg.I"" de kinetina. Se
colocaron tres entrenudos por frasco, y se adicionaron
cuatro concentraciones de RIZOBAC (0.5;1.0;1.5y
2.0 mg.I'"), quedando un tratamiento como control por
cada medio de cultivo (1, 6, 11y 16) a los que no se
adicion6 RIZOBAC (Tabla 1).

Los explantes se incubaron a una temperatura de
25+1°C, y bajo un fotoperiodo de 16h luz a una
intensidad luminosa de 1200 lux.

Se realizaron 20 tratamientos con 30 repeticiones
(explantes) por cada uno.

Las variables evaluadas fueron las siguientes:
tiempo a partir del cual se inicid la formacion
de callos (dias)
. masa fresca (g), a los 35 dias
coloracion de callos
textura (segun escala de Santana, 1995)
consistencia
porcentaje de contaminacion microbiana (%)

Las evaluaciones se realizaron al final del experimento
que tuvo un tiempo de duracion de 40 dias a partir
del momento de la siembra de los explantes iniciales.

Los datos se procesaron segun un analisis de
varianza de clasificacion simple, con disefio
completamente aleatorizado. Las medias se
compararon a través de la décima de Duncan para
el 5% de significacién. Se hizo un estudio
economico, el cual permitié establecer las posibles
sustituciones del 2,4-D y la kinetina, utilizadas
como reguladores del crecimiento y componentes
basicos del medio de cultivo por el biopreparado
cubano de producciéon comercial de origen
bacteriano RIZOBAC, para esto se utilizo la
siguiente informacion:
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RESULTADOS Y DISCUSION

En lafigura 1, se pueden observar los resultados
de los tratamientos realizados para la induccién
de la callogénesis de la papa. Fue posible
determinar que el tratamiento 19 a una
concentracion de RIZOBAC de 1.5 mg.l""y sin la
adicién de los reguladores del crecimiento en el

0,35+

0,3
0,25
0,2

0,15

Masa Fresca (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tratamientos

medio de cultivo obtuvo una respuesta favorable
en cuanto al aumento de masa fresca de los callos,
diferenciandose significativamente del resto de los
tratamientos, inclusive de los tratamientos control
resultados que fueron equivalentes con los
obtenidos por Hebbar et al. (1994), Bashan et al.
(1996) quienes utilizaron al cultivo del cafeto
(Coffea canephora).

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

medias con letras distintas, difieren significativamente cuando a=0.05

Esx: 0.04

CV:5.4%

Figura 1. Efecto del RIZOBAC sobre la masa fresca de callos de Solanum tuberosum var. Desirée

Los callos en este tratamiento y al final del
experimento tuvieron una masa fresca de hasta 0.34
C°y una coloracion cremosa - marron (nivel 4), de
consistencia compacta y textura friable (nivel 4)
(segun escala de Santana, 1995); caracteristicas
éstas que permitieron identificar a callos con
viabilidad embriogénica, aspecto importante para
continuar con el proceso embriogénico. Estos
resultados en cuanto a las caracteristicas
morfolégicas de los callos, no difirieron
significativamente del resto de tratamientos
excepto a los que contenian RIZOBAC vy la
presencia en diferentes concentraciones de ambos
reguladores del crecimiento (2,4-D y kinetina)

como componentes basicos de los medios de
cultivo para inducir callos (MIC).

En esta misma figura se puede observar que los
tratamientos que van del 7 al 10, en los cuales
solamente se encontraba presente la kinetina y
diferentes concentraciones de RIZOBAC, no tuvieron
buenos resultados en cuanto se refiere a masa fresca
de los callos, posiblemente debido al desbalance en
las concentraciones de los reguladores del
crecimiento comparandolos con el tratamiento 19.
En la figura 2 se presenta un callo con buenas
caracteristicas embriogénicas tipico del tratamiento
19 (1.5 mg.I"" de RIZOBAC).

Figura 2.- Callo de papa var. Desirée a los 40 dias en medio de cultivo MS suplementado con 1.5 mg.I"" de RIZOBAC.



En los tratamientos del 12 al 15 se obtuvo en general
menor masa fresca que en los anteriores (6 al 10),
aunque el 15 a una concentracion de 2.0 mg.I"" de
RIZOBAC y 3.0 mg.I"" de 2,4-D mostré una respuesta
favorable a su aplicacion ya que los callos en este
tratamiento obtuvieron buenas caracteristicas
embriogénicas en cuanto a masa fresca, coloracion,
textura y consistencia y que segun la misma escala
anterior van de tres a cuatro. Algunos de estos
resultados han sido demostrados de similar manera
en papa (Solanum tuberosum, L.) por Bashan (1996)
quien trabajé con compuestos microbianos analogos
a los utilizados en este trabajo.

Finalmente se distinguié que dentro de los tratamientos
que van desde el 16 al 20, este ultimo, a una
concentracion de RIZOBAC de 2.0 mg.I" y sin
reguladores del crecimiento, respondié favorablemente
a la aplicacién de este biopreparado, en cuanto a
sus caracteristicas morfolégicas se refiere, aunque
en cuanto a masa fresca estaba muy por debajo del
tratamiento 19 (1.5 mg.l"") no se diferencié
significativamente al compararlo con el tratamiento
control (16). Weger (1998) realizé varios ensayos en
el cultivo del tomate (Lycopersicum esculentum)
utilizando rizobacterias y obteniendo buenos
resultados al utilizar una concentracién de 1.8 mg.I-
1. asimismo se observé en este mismo medio de
cultivo que el tratamiento 18 no respondié
favorablemente a la aplicacion RIZOBAC donde se
obtuvieron callos de menor calidad embriogénica
como se observa en la Figura. 3.

Los resultados obtenidos referentes a la influencia de
las distintas variables sugirieron que el medio de cultivo
fue también determinante para una actividad favorable
del RIZOBAC, de esta manera se confirmo la existencia
de unainteraccion de este biopreparado conel 2,4-Dy
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la kinetina, respectivamente, ya que su actividad fue
mas favorable cuando estaban presentes a la misma
vez o ausentes los dos reguladores del crecimiento,
como se pudo determinar en este experimento. Todo
esto se debe a que el RIZOBAC en su constitucion
posee elementos auxinicos y citoquininicos (Hemandez
etal., 1998a). También sucede este tipo de desbalance
de los reguladores del crecimiento cuando se adiciona
RIZOBAC al medio de cultivo que contiene solamente
uno de los dos, debiéndose tomar en cuenta la
concentracion de estas auxinas y citoquininas. En
este caso, los mejores resultados se obtuvieron cuando
se aplicd al medio de cultivo RIZOBAC a una concentracion
de 1.5mg.I" (tratamiento 19), 2.0 mg.I" (tratamiento 20) y
3.0 mg.l'de 2,4-D, y se llegd a determinar que este
biopreparado posee caracteristicas semejantes mas a
las auxinas que a las citoquininas.

Los mejores resultados obtenidos en este experimento
confirmaron que en ausencia del 2,4-D y kinetina en el
medio de cultivo, la acciéon auxinica del RIZOBAC
produjo un efecto favorable y se lograron buenos
resultados en la produccion y aumento de masa fresca
y del resto de las caracteristicas morfolégicas. Estos
resultados coincidieron con los alcanzados por Basham
et al. (1996), quienes realizaron estudios sobre el
contenido auxinico de algunas rizobacterias aisladas
de gramineas.

Los resultados donde se obtuvieron callos con poca
masa fresca se debieron a multiples factores que
afectaron a los distintos tratamientos mientras pasaban
este periodo en el cuarto de incubacion, sobre todo lo
relacionado con la no formacién de callos debido al
desbalance de las auxinas y citoquininas presentes
en el medio de cultivo, causado por falta de interaccion
entre los dos reguladores del crecimiento utilizados
(Parke, 1991).

Figura 3.- Callos de papa var. Desirée a los 40 dias en el medio de cultivo MS suplementado con Kinetina

(0.5 mg.I'")y 2,4 D (3.0 mg.I"") (control).

Figura 4.-Callos de papa var. Desirée con menor masa fresca en el medio de cultivo MS suplementado

con (2.0 mg.I'") a los 40 dias.
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El tejido de cicatrizacion aparecio a los 10 dias de haber
sido sembrados los explantes iniciales (Figura. 5) dos dias

antes que enlos explantes que se encontraban en el medio
de cultivo sin este biopreparado (Tratamiento 1).

Figura 5. Tejido de cicatrizacion en el explante inicial de Solanum tuberosum var. Desiree a los 10 dias

de cultivo en presencia de RIZOBAC.

De 200 frascos (dos explantes por frasco) solamente
tres se contaminaron; de esta manera se disminuyé
el porcentaje de contaminacion de los medios de
cultivo, que en trabajos realizados anteriormente se
obtuvo hasta un 10% de contaminacion se logré
disminuira 1.5%, al utilizar el RIZOBAC, esto debido
quizas la capacidad que tienen las rizobacterias de
formar sideroforos, (Hernandez, 1998), lo que brinda
resistencia al ataque de microorganismos.
Resultados equivalentes fueron obtenidos en el cultivo
del cafeto (Coffea canephora P.) (Gonzélez et al.,
1999).

El RIZOBAC, al ser aplicado a un medio de cultivo
para induccién de callogénesis (MIC) a
concentraciones medias de 1.5y 2.0 mg.I"" en
ausencia de otros reguladores del crecimiento
como las auxinas (3.0 mg.I"" 2,4-D) y citoquininas
(0.5 mg.I"" kinetina), produjo los mayores valores
de masa fresca y callos con mejores caracteristicas
callogénicas y viabilidad embriogénica como son la
coloracion marrén, consistencia compacta y textura
friable, ademas de disminuir la contaminacién exégena
de los medios de cultivo.
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