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RESUMEN

Se estudia el efecto de dos con
centraciones de kinetina sobre el
crecimiento de los callos y la re-
generacion de pldntulas, de dos va
riedades ‘de cafa de azucar en estu
dio, evaluandose estos parémetros
mediante una escala de ranqos, pa-
ra no destruir los cultivos. Se
aplicaron el test de Kruskal-Wa-
1lis, el método de Newman-Keuls v
la correlacion de Spearman. Se de-
tectan diferencias significativas
en la calogénesis superior, el cre
cimiento, color y contenido de fe-
noles de los callos. Se obtiene
una correlacion necativa entre la
calooenesis inferior y el conteni-
do de fenoles. Se detectan respues
tas diferentes entre las dos varie
dades.

ABSTRACT

The effect of two kinetin con-
centrations on callus induction
from spindle and callus growth and
plantlet regeneration on two sugar-
cane varieties in study is evalua-
ted with a range scale without
culture destruction. Kruskal-Wallis
test, Newman-Keuls method and
Spearman correlation were applied.
Significative differences in upper
callogenesis, callus ocrowth, color
and phenol content are detected.

A negative correlation between
lower callogenesis and phenol con-
tent is obtained. Differences

between two varieties response is
obtained.

INTRODUCCTIOGN

Los avances en el cultivo de
células y tejidos han incrementado
el uso de muchos resultados obte-
nidos por esta teécnica en proble-
mas prdcticos de la agricultura.
El conocimiento y uso de las teécni
cas de cultivo de tejidos de la
caha de azlicar se ha desarrollado
rédpidamente en los Giltimos veinte
afios, a partir de los trabajos de
Nickell. El cultivo de células y
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tejidos de la cafila de azlicar comen-
zo en Hawaii en 1961 y actualmente
se desarrolla en Fiji, Taiwdén,
Estados Unidos, Argentina, Brasil,
RepGblica Dominicana, Puerto Rico

y Cuba (Nickell, 1977; Antoni, 1974,
Liu y Chen, 1973, 1976; Nadar v
cols., 1978; entre otros).

Uno de los factores mas importan
tes que influye sobre el crecimien-



to de los callos y la regeneracion
de las pléntulas es el medio de
cultivo. Hay una gran cantidad de
trabajos acerca de los medios de
cultivo optimos para algunas varie-
dades de la cafia de azicar, pero

en otras variedades, la respuesta
de crecimiento es inadecuada. Los
medios éptimos para las variedades
cubanas deben ser desarrollados,
variando diferentes concentraciones
de 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxi-
acético), kinetina (6-furfuril-
amino=-purina), vitaminas, amino-
dcidos, etcétera. (Heinz y Mee,

Material vegetal. Se emplearon dos
variedades (A y B) de cafia de azu-
car, Saecharum offieinarum L., en
estudio. Las hojas enrolladas del
cogollo (spindles) se esterilizaron
con hipoclorito de sodio comercial,
diluido al 2 %, durante 10 minutos.
Medios de cultivo. El medio basal
se prepard con las sales minerales
de Murashige y Skoog (1962), saca-
rosa al 2 %, mioinositol 100 mg/1,
dcido nicotinico 0.5 mg/l, glicina
2.0 mg/l, piridoxina-HCl 0.5 mg/1,
tiamina-HCl 0.1 mg/l y agar 10 g/1-
También se afiadieron otros compo-
nentes orgdnicos, en diferentes
concentraciones, para preparar
cuatro medios de cultivo; agua de
coco, dcido 3-indolacético (AIA),
kinetina v 2,4-D (tabla 1).

Esquema de trabajo. Se sembraron
pequefios pedazos (5-8 mm de grosor)
del spindle en los diferentes me-
dios de cultivo (figura 1). Los
mismos se mantuvieron en un régi-
men de 16 horas de luz y 20°C
(aprox.) durante 30 dias. Al cabo
de este tiempo los callos produ-

Indueceidon de la calogénesie. La
induccion de los callos a partir
de los spindles fue evidente
después de una semana de la siem-
bra; los pedazos blancos del spin
dle tomaron un color verde y la
proliferacién del callo comenzd,
tanto en la superficie inferior
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MATERIALES Y

RESULTADOS

. 1969; Heinz y cols., 1977; Barba y

Nickell, 1969; Nadar y Heinz, 1977)

El objetivo de este trabajo es
estudiar el efecto de dos concen-
traciones de kinetina sobre el cre-
cimiento de los callos y 1la rege-
neracién de pldntulas de dos varie-
dades de cafia de azticar en estudio,
asi como evaluar algunas de las
caracteristicas de la calogénesis,
las caracteristicas de los callos
Y la regeneracién de plantulas
mediante una escala de rangos, para
no destruir los cultivos.

METopos

cidos se evaluaron cualitativamen-
te: calogénesis superior e inferior
Yy contenido de fenoles, usando una
escala de rangos modificada a par-
tir de la propuesta por Chagvar-
dieff (1980) (tabla 2). Posterior-
mente los callos se trasplantaron
a los mismos medios de cultivo v
otra parte de los mismos hacia

el medio sin 2,4-D (medio 5), para
la regeneracidén de las pléntulas.
En este caso, el crecimiento de
los callos, su color y contenido
de fenoles y la regeneracidn de
pléntulas, se evaluaron cualita-
tivamente utilizando una escala

de rangos (tabla 2).

Andlieis biométricos. Los datos

se analizaron por el test de Krus-
kal-Wallis. El método de Newman-
Keuls para la comparacién miltiple
no paramétrica de rangos también
fue empleado. La correlacidn de
Spearman fue aplicada para eva-
luar la correlacidn entre 1la
calogénesis inferior y el conte-
nido de fenoles (Lerch, 1977;
24,1974

en contacto con el agar, como en
la superficie superior.

En la tabla 3 se presentan los
resultados de la evaluacidn de la
calogénesis para los distintos
rangos, en los diferentes medios
de cultivo y para las dos varie-



dades. La evaluacion cualitativa
de la calogénesis inferior para
ambas variedades se realizd y ex-
presé en % acumulado de los rangos.
Para la variedad A (figura 2) los
mejores resultados se obtuvieron
con el medio 1, mientras que con
los medios 2 y 3 la induccidn del
callo fue menor. El andlisis
biométrico demostrd diferencias
significativas entre los medios
(tabla 4). Para la calogénesis
superior la respuesta es muy simi-
lar para los diferentes medios y
mediante el andlisis biométrico no

Evaluacidon de loe eallos. La esta-
bilizacidén del cultivo de tejidos
se logra poco a poco, una vez dque
los callos son separados del spin-
dle y trasplantados nuevamente a
log medios 1,2 v 3.7 EBn” ld'scabla<d
podemos observar la evaluacidn
morfoldgica de los callos: se eva-
lud el crecimiento y color de los
mismos, asi como el contenido de
fenoles de cada variedad. En este
caso tomamos la maxima respuesta
para cada uno de los rangos, con

obtuvimos diferencias significa- vistas a caracterizar los diferen-
tivas entre cada uno. tes pardmetros. Se evidencia una
respuesta diferente entre las va-
Para la variedad B obtuvimos riedades (tabla 8).
resultados diferentes (figura 3).

El crecimiento del callo es si-
milar para ambas variedades. En
ambas la menor respuesta de creci-
miento del callo se obtuvo tras-
plantando los callos al medioc 1.
El color de los callos es homoge-
neo, amarillo pdlido para la va-
riedad A, pero es diferente para
la variedad B, donde el callo que
crecié en el medio 1 tomé color
gris, mientras que el cultivado en
los medios 2 y 3 era amarillo pa-
lido.

El contenido de fenoles del
callo es grande en los medios 1 y
3, los cuales difieren.de la menor
respuesta obtenida con el callo cul
tivado en el medio 2, para la va-
riedad B. En la variedad A no hay
diferencias entre el contenido de
fenoles de los callos cultivados
en los diferentes medios, pero la
respuesta es menor que la obtenida
para la variedad B.

No hay diferencias en el caso de
la calogénesis inferior. Sin em-
bargo, para la calogénesis supe-
rior obtuvimos diferencias entre
el medio 1, que fue menor, y los
medios 2 y 3 (tabla 5).

La produccidén de fenoles por
los callos estd relacionada con el
crecimiento de los mismos. Para
ambas variedades calculamos el
coeficiente de correlacidén de
rangos de Spearman entre la, calo-
génesis inferior y la produccidn
de fenoles. Los datos se presentan
en la tabla 6. Para la variedad
B se obtuvo una correlacidén nega-
tiva entre ambos pardmetros. Pero
en el caso de la variedad A la
misma respuesta fue obtenida sola-
mente para los medios 2 y 3, mien-
tras que para el medio 1 no es sig-
nificativo el coeficiente de
correlacidn de rangos calculados.
En este tltimo caso, los datos
demuestran una correlacidn negati-
va evidente entre la produccién de
callos y el contenido de fenoles,
pero suponemos que hay una superpo-
sicidén de datos gque interfiere con
el anadlisis estadistico, en el
caso en gue no obtenemos un valor
significativo.

Regeneracidn de plantulas. En gene-
ral la regeneracidén de pldntulas
fue muy pobre para ambas variedades
pero fue ligeramente superior para
la variedad B. El test de Kruskal-
Wallis demostrd que no hay diferen-
clas significativas entre las
medias para cada va-iedad (tabla 9).

DISCUSION

Se ha reportado que para el
cultivo de tejidos de la cafa de
azlcar el medio debe ser suplemen-
tado con 2,4-D. pero que si se
anade kinetina, la regeneracidén de
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pldantulas a partir de los callos
pedria ser negativa o minima (Heinz
y Mee 1969y Bein®'%f cols..px 1977) .
Sin embargo obtuvimos la inducecién
de los callos a partir del spindle



y el crecimiento del callo en un
medio suplementado con kinetina, el
cual difiere del medio sin kineti-
na. Chagvardieff (1980) re?ortd aue
el 2,4-D y la kinetina en un rango
de concentracidn especifico (r=10)
produjo una calogénesis del spin-
dle, superior a la obtenida en un
medio con 2,4-D solamente y asumid
que dicha respuesta era debida a

un efecto sinergistico.

Cada variedad responde diferen-
te a los medios de cultivo. En am-
bos casos la induccién de la calo-
génesis del spindle se obtuvo con
el medio 1 sin kinetina. Pero el
crecimiento del callo trasplantado
(R;), en el mismo medio, produjo
una menor respuesta gque el callo
cultivado en los medios 2 & 3,
suplementados con kinetina.

La produccién de fenoles al
medio de cultivo inhibe la calogé-
nesis, lo cual se demostrdé con la
correlacidén neqativa obtenida
entre la calogenesis inferior y la
produccién de fenoles por el spin-
dle. También se obtuvo que la pro-
duccion de fenoles inhibe el cre-
cimiento de los callos, donde se
obtuvo una correlacidn negativa
evidente. Chagvardieff (1980) tam-
bién reporté el mismo efecto.

La regeneracidédn de plantulas
se obtuvo a partir de los callos

Teniendo en cuenta los resulta-
dos hasta el momento obtenidos po-
demos plantear las siguientes con-
clusiones:

- Se detectan diferencias signifi-
cativas en la calogénesis supe-
rior, el crecimiento, color y

Queremos expresar nuestro agra-
decimiento a los companeros del
Laboratorio de Biologia de las
Plantas del CENIC, donde se realizéd
este trabajo, asi como al Lic. An-
tonio Sigarroca del Departamento
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contenido de fenoles de los ca-
llos.

- Se obtuvo una correlacidn nega-
tiva entre la calogénesis infe-
rior y el contenido de fenoles.

- Se detectan respuestas diferen-
tes entre las dos variedades.
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Esquema de trabajo para la induccién y el crecimiento de los
callos y la regeneracidédn de pldntulas.

Figura 1.
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[ Figura 2:
60
Induccion de los callos en
40 la variedad A, datos expre-
2 3 sados en por ciento acumula-
do. (A)-calogénesis inferior,
20 (B) calogénesis superior.
3 2 1 1 Medios: (1) sin Kin; (2) Kin
0.1 mg/l; y (3) Kin 1.0 mg/1l.
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Figura 3:
40 1
Induccidén de los callos en 3
la variedad B, datos expre- 3
sados en por ciento acumula- 20 Y
do. (A)- calogénesis inferior, 2
(B) calogénesis superior. A 8
Medios: (1) sin Kin; (2) Kin 0 : s .
0.1 mg/l; y (3) Kin 1,0 mg/1. 123456 123456
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COMPONENTES MEDIOS
e e T —
| e 3 5
Agua de coco 10% * [+ |+ |+ | Tabla 1:
AlA |.0mg/| ¥ t rit Composicion de reculadores del
crecimiento de los distintos
2’40 3mg/l s + + | + medios de cultivo
Kinetina 0.1mg/| - |+ | -=-]-
Kinetina 1.0 mg/| = i=-EFE+ | +
[ F ST = ante RoES
' PARAMETROS ESCALA
Induccion de callos a partir de I~ Sin respuesta
spindle 2- Minima
- calogénesis superior 3- Mediocre
- calogénesis inferior 4- Media
- fenoles en el medio 5:- Activa
6~ Maxima
. Sub _ cultivo de callos |- Blanco
- color del callo 2-Gris
R S— 3- Amarillo Pé“do
Tabla 2. 4- Amarillo
5- Pardo claro
Escala de rangos em 6-Pardo oscuro
pleada para evaluar -
los distintos para- 7-Verde olaro
metros estudiados. -
- crecimiento del callo :’ :',“_"‘"’"“"
= Minima
7 - fenoles en el callo 3+ Wdadiosrs
4-Media
5- Activa
6-Mdxima
. Nivel de regeneracién de brotes ; ISi"IO"'pu“"
3-11-20
4-21-30
5-31-40
6-41-50
7- mds de 50

87



=

Tabla 4: Comparacidén miltiple no paramétrica para
la calogénesis inferior de la variedad A.

Medios: (1) sin Kin; (2) Kin 0.1 mg/l;

(3) Kin 1.0 mg/1.
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ESCALA MEDIOS |
VARIEDAD DE
RANGOS I 2 3
| 0 | |
2 0 2 5
A 3 | 3 5
Ra 58 4 | ) 3
o 5 8 8 6
6 16 6 3
| | 3 |
£ 2 2 3 3 | -
Sy 3 . 2 7 3 Tabla 3.
cs . 10 4 R Evaluacion de la calogéne-
5 8 5 6 sis para los distintos ran
6 5 4 4 gos: (CI), calogénesis in
ferior; (CS), Calogénesis
I 10 5 5 superior. Medios: (1) sin
2 3 3 10 kinetina; (2) Kin 0.1 mg/1;
"B - 2 Yy 5 (3) Kin. 1.0 mg/1.
- 5 6 4 v
6 2 4 0
| 15 5 7
2 7 10 7
o 3 2 & 6
"2524 4 0 5 4
5 0 0 (o}
& 0 (o] (o}
SUMA
M RAI\?(EOS Comp. RA- RB SE q q 0.05
| 1435.0 1-3 73050 | 115.55 632 [ 3.314
2 941.5 1-2 493.50| 7727 | 6.39 | 2.772
3 T7T04.5 2-3 23700 7r.27| 3.08 | 2.7TT72
H=20.75 n=26 X20.01=9.21
21d



Coeficientes de correlacidén de rangos

SUMA
W DE Comp. | R_-R SE
RANGOS P |Ta s ' |%o0s
| 601.5| 2-1 | 4335 | 10259 423 | 3.314
2 |1035.0 2-3 43.5 68.59| 063 | 2.772
3 991.5 3-1 3900 | 6859 | 569 | 2.772
H=10.89 =24 Xx20.01=9.2i
2fd
Tabla 5:
Comparacién miltiple no paramétrica
para la calogénesis superior de 1la
variedad B. Medios: (1) sin Kin;
(2) Kin 0.1 mg/1; (3) Kin 1.0 mo/1.
m—
VAR MEDIO s S|6. A Tabla
| -0.050 NS
A 5% 0.329
2 -0.718 * ¥
n=26 1% 0.465
3 -0.590 ¥ ¥
[ -0.719 * ¥
B 5% 0.343
2 -0.817 * ¥
n=24 1% 0.465
3 -0.469 %* ¥
Tabla 6:

de Spearman calculados para la calogéne-
sis inferior y la produccidn de fenoles
al medio. Medios: (1)

(2) Kin 0.1 mg/1;
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sin Kin;

(3) Xin 1.0 ma/l.




PARAMETRO | VAR | MEDIO RESPUESTA
[ (2) minima
A 2 (6) mdxima
Crecimiento
3 (4) intermedia
del
| (4) intermedia
calio
B 2 (6) mdxima
= (6) mdxima
| (3) amarillo pdlido
A 2 (3) amarillo pdlido
Color |
3 (3) amarillo pdlido
del
[ (2) gris
callo
B 2 (3) amarillo pdlido
3 (3) amarillo pdlido
| (4) intermedia
A 2 (3) mediocre
Produccion
3 (4) intermedia
de v
I (3) mediocre
fenoles H
' B 2 (1) negativa
3 (2) minima

Tabla 7:

Evaluacion de los diferentes parametros
de los callos (R;). Medios: (1) sin Kin;
(2) Kin 0.1 mg/l; (3) Kin 1.0 mg/l.
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MEDIOS

VAR | PARAMETRO H
I 2 3

Crecimiento
del 167.00 | 337.00 | 276.00 8.78
callo

Color
A del 320.00 | 239.00 | 221.00 3.29

callo

Produccion :
de 298.00 | 190.00 | 291.00 4.36

fenoles

Crecimiento
del 24950 | 516.00 | 410.50 11.49

callo

. Color
B del 257.00 | 522.00 | 396.50 | 11.25

callo

Produccion
de 493.50 | 284.50 | 398.50 6.98

fenoles

Tabla 8:

Resultados del test de Kruskal-Wallis
para el crecimiento y color de los callocs
y la produccidén de fenoles. Valores de

la suma de rangos de los diferentes para-
metros. Medios (1) sin Kin; (2) Kin

0.1 mg/l; (3) Kin 1.0 mg/l
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MEDIOS
VAR H
| 2 3
A 60.5 42.0 68.5 2.16
B 199.0 256.5 320.5 3.41

x2 0.05= 5.99
2td

E= = T

Tabla 9:

Resultados del test de Kruskal-Wallis
para la regeneracion de pldntulas en
el medio 5 a partir de callos gue pro-
ceden de los medios (1) sin Kinj;

(2) Kin 0.1 mg/l; y (3) Kin 1.0 mo/1l.

NOTA: (*) Realizado en el Laboratorio de Biologia de las Plantas del
CENIC. Presentado en el Segundo Congreso de la Sociedad de

Ciencias Bioldgicas de Cuba, 1984.
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