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·RESUMEN 
En la busqueda de medics de lnducci6n mas eficientes, como fase inicial del establecimiento del cultivo In vitro en arroz, se evalu6 el efecto de 
los analogos de brasinoesteroides DAA-6, ME y Dl-31 sobre la callogenesis. Semillas maduras de las variedades Jucarito 104 (J-104) y Pokkali 
(Pok), previamente descascaradas y desinfectadas, fueron sometidas a cuatro combinaciones fundamentales de medics de cultivo, a partir de 
las sales de Murashige y Skoog, 1962 (MS) y diferentes conjugaciones en el suplemento hormonal de acldo 2,4 diclorofenoxiacetico (2,4-D) 2,0 
mg/L, Klnetina (KIN) 1,0 mg/L y los analoqos de brasinoesteroides (BRs) correspondientes 1 o·• mg/L, para un total de 13 tratamientos. La mejor 
respuesta de inducci6n luego de un mes de cultivo, en ambas variedades, se obtuvo con la combinaci6n: MS + 2,4-D 2,0 mg/L + BRs 10-ll mg/L 
para los tres brasinoesteroides probados. Se corrobor6 la adici6n de 2,4-D 2,0 mg/L como requerimiento esencial en la inducci6n de callos.EI 
brasinoesteroide DAA-6 10·• mg/L constituye un sustituto efectivo de la KIN 1,0 mg/Len la callogenesis de la gramfnea en estudio, para ambas 
variedades, mientras que el ME 10-s mg/L s6Io muestra tal efecto restringido a la variedad J-104. · 
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ABSTRACT 
The effect of brassinosteroids analogous DAA-6, DI-31 and ME was evaluated looking for more efficient callus induction media, as an initial phase 
to rice In vitro culture establishment on mature seeds of Jucarito 104 (J-104) and Pokkali (Pok) rice commercial varieties. Seeds were dehusked 
and disinfected before culturing in 4 culture media. Media were combinations of Murashige and Skoog salts, 1962 (MS), hormonal supplement of 
2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 2,0 mg/L, Kinetin (KIN) 1,0 mg/L and the corresponding brassinosteroids analogous (BRs), at 10-5 mg/L, 
finally, thirteen treatments of media were tested for both varieties. The better induction response was obtained after one month of culture, with 
combination: MS+ 2,4-D 2,0 mg/L + BRs 1 o-s mg/L for all brassinosteroids tested. The addition of 2,4-D is corroborated as an essential requirement 
ori callus induction. Brassinosteroids DAA-6 was an effective substitute of KIN 1,0 mg/L when used at a concentration of 10-ll mg/L for both 
varieties, whereas ME had such effect only for J-104. 
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INTRODUCCION 
La calloqenesis es uno de los eventos rnorfoqenetlcos 
en condiciones in vitro que revela el caracter totipotente 
de la celula vegetal. Debido al valor potencial de los callos 
como material de partida en la aplicaci6n de variadas 
tecnlcas del cultivo de tejidos, proponer aquellas 
combinaciones de medios favorables para inducir la 
desdiferenciaci6n celular en determinados explantes, 
constituye una fase esencial para lograr la iniciaci6n o el 
establecimiento del cultivo, de una especie en particular. 

En opini6n d~ Adkins et al. (1993), la raplda producci6n 
de callas sanos coma primer paso, es de vital importancia, 
en la formaci6n de tejldos embrloqenlcos requeridos para 
el mejoramiento del arroz. 

A los brasinoesteroides se les atribuye una amplia gama 
de actividad biol6gica, entre la que se ha demostrado su 
aporte en la division y alargamiento celular (Mandava, 
1988) y en la formaci6n de callas (Garcfa et al., 1997; 
Echemendfa et al., 1998). Este trabajo evalua el etecto 
de los analoqos DAA-6, DI-31 y ME en la inducci6n de 

calloqenesls a partir de semillas de variedades 
comerciales de arroz (Oryza sativa L.). 

MATERIALES V METODOS 
Se utilizaron semillas maduras de arroz, de las variedades 
Jucarito 104 (J-1O4) y Pokkali (Pok), correspondientes a 
la subespecie indica, obtenidas del Banco de 
Germoplasma del Institute de lnvestigaciones del Arroz 
(IIA). Una vez descascaradas fueron sometidas a un 
proceso de doble desinfecci6n mediante Hipoclorito de 
Sodio (Lejfa comercial) 2,5% mezclado con Tween 80 
0,2 % (15 minutes)' y Bicloruro de Mercurio 0, 1 % (15 
minutos) y lavadas luego de cada inmersi6n, de tres a 
cuatro veces con agua destilada esteril. 

Se colocaron de forma individual en tubos de ensayo 
conteniendo 15 ml de las combinaciones de medio de 
cultivo descritas en la tabla I, para un total de 10 replicas 
por tratamiento. Se aiiadi6 sacarosa en forrnads azucar 
refino comercial 30 g/L y agar (Agar-Agar, SIGMA) 9 g/L. 
Se ajust6 el pH de los medias a 5,7 y se esterilizaron en 
autoclave a 120 °C durante 20 minutes. 
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Luego de una semana se procedi6 a la escisi6n de 
cole6ptilos y radi cul as, reinoculando las semillas en sus 
respectivos tubas y mantenlendotas en condiciones de 
oscuridad, a la temperatura de ( 25 ± 2) °C hasta el 
terrnlno de un mes, momenta en el cual se evaluaron los 
parametros: formaci6n del callo, longitud maxima de 
expansi6n celular (cm), coloraci6n y textura. 

Los resultados obtenidos fueron procesados mediante 
una prueba de Kruskal-Wallis y los tratamientos 
comparados por media de la prueba de Student - 
Newman - Keuls (SNK) seg(m el paquete estadf stico 
TONYSTAT (Sigarroa, 1985). 

RESULTADOS V DISCUSl6N 
En la tabla II se observa que ambas variedades difieren 
entre sl en su comportamiento, superando Pok a J-104, 
no s6Io por responder de forma positiva en el mayor 
numero de los tratamientos, sino tambien por alcanzar 
los valores de frecuencias de inducci6n mas elevados, · 
que oscilaron entre el 60-90 %. Oiferencia explicable 
desde el punto de vista genotf pico, si tenemos en cuenta 
el criteria de que, incluso dentro del tipo indica, existen 
diferencias significativas entre genotipos, relacionadas 
con el cultivo In vitro (Seraj et al., 1997). 

Tanto J-104 como Pok pertenecen a la subespecie indica, 
a la cual se atribuye una inducci6n de callos de pobre 
respuesta o crecimiento (Abe y Futsuhara, 1986; Lynch 
et al., 1991) con relaci6n a las variedades de la 
subespecie japonica. ,. 

No obstante, un reciente estudio de la variabilidad 
lsoenzlrnatlca del germoplasma cubano (Alvarez et al., 
1997), aporta elementos que pudieran justificar la 
respuesta diferencial entre variedades obtenida. 
De acuerdo con sus resultados, Pok integr6 un grupo 
bien definido que reuni6 a las variedades altas de la • 
subespecie indica, en el que guard6 estrecha relaci6n 
a su vez, con una variedad inclufda en el grupo V de la 
clasificaci6n de Glaszmann (Glaszmann, 1987), grupo 

bastante cercano a la subespecie japonica; quedando 
por tanto separado, con un valor de distancia genetica 
apreciable, del resto de las variedades semienanas de 
la subespecie indica, las cuales integra J-104. 

En general los callas obtenidos fueron compactos, de 
aspecto nodular, dimensiones entre 0,3-0,5 cm y con 
coloraciones que variaban desde el blanco al amarillo, 
de acuerdo con lo planteado por Vasily Vasil (1993). 

Sin embargo, todas las respuestas resultantes no fueron 
positivas. Tai como se aprecia en la tabla II, la adici6n de 
los analoqos en ausencia de la auxina 2,4-0 
(tratamientos: i-3; i-5; i-7; i-9; i-11; i-13) produjo un 
marcado efecto inhibitorio, manifiesto tanto a traves 
de los valores de fr.ecuencia de inducci6n como de 
aquellos deducidos de la comparaci6n entre las 
respectivas sumas de rangos. 

Oicho comportamiento es contrario al planteado en otras 
experiencias relacionadas con la cattoqenesls, en 
diversas especies, en las que han sido aplicados los 
anatoqos OAA-6 y 01-31. El DAA-6, por ejemplo, se ha 
propuesto como estimulante del crecimierito de callos 
en soya (Glycine max (L.) Merr.) (Echemendfa et al., 
1998), a las concentraciones de 10-5 y 10-s mg/L y en 
cate ( Goff ea arabica L.) (Garcfa et al., 1996) a la de 10-3 

mg/L, adernas de favorecer el desarrollo de celulas 
merlstematlcas y estructuras embrioidales en papa 
(Solanum tuberosum L.), a la concentraci6n de 0,25 
mg/L (More et al., 1996); mientras que el DI-31 aument6 
tamblen el crecimiento de callas en soya c.v. William a 
concentraciones de 104 y 1 o-s mg/L (Echemendfa, 1996). 

En Pok, el tratamiento i-4 de la serie del OAA-6 no 
present6 diferencias significativas con respecto al control, 
ofreciendo los mejores valores, mientras que el i-12 y el 
i-8 correspondientes al ME y al DI-31 respectivamente, 
presentaron efectos inhibitorios sabre el pararnetro 
evaluado,difiriendo entre sf. Para la variedad J-104, tanto 

TABLA I 
'rratamlentos de medias de cultivo para la inducci6n de callas. 

l'I.Ai:>rljo h~c::~ I· l'I.A~ (Mur~c::h'nA v skcoo 1 Q~2\ 

Tratamientos 2,4-0 2,0 mg/L KIN 1,0 mg/L BRs 10-5 mg/L 

i-1 ( control) + + - 
DAA-6 D1-31 ME 

i-2 i-6 i-10 + + + 
i-3 i-7 i-11 - + + 

i-4 i-8 i-12 + - + 
i-5 i-9 i-13 - - + 
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el DAA-6 como el ME, en las mismas combinaciones 
de medios de cultivo antes mencionados, mostraron 
similar comportamiento al control, sin diferencias 
significativas entre ellos, por lo que pueden ser 
empleados indistintamente con igual probabilidad de 
exlto: el Dl-31 mantuvo su efecto inhibitorio. La 
diferencia intervarietal es obvia, teniendo en cuenta la 
especificidad de la respuesta de acuerdo con la 
interacci6n genotipo-biorregulador. En este sentido, mas 
de un autor coincide en resaltar el significado de dicha 
interacci6n, entre el genotipo, el medio de cultivo y los 
reguladores del crecimiento (Ravi DS y Minocha, 1993; 
Ravi HB y Minocha, 1993). 

Se destaca como aspecto interesante, que las mejores 
frecuencias de inducci6n para cada brasinoesteroide 
en las dos variedades, se obtuvieron en aquellos 
tratamientos donde la KIN 1,0 mg/L se sustituy6 por el 
analoqo correspondiente 1 o-s mg/L en presencia del 
2,4-D 2,0 mg/L (i-4; i-8 e i-12), aun cuando alguno 
resultara inhibitorio, superando incluso a la combinaci6n 
mas suplementada, compuesta por ambas 
fitohormonas y el brasinoesteroide (i-2; i-6 e i-10). El 
anterior comportamiento, unido al efecto nulo mostrado 
en las variantes de medio sin la auxina 2,4 -D, nos 
condujo a relacionar la acci6n de estos analoqos de 
brasinoesteroides con una funci6n biorreguladora 
similar a la de las citoquininas durante la calloqenesls, 

Todo parece indicar que la sumatoria de las 
concentraciones de cada uno de los brasinoesteroides 

con la KIN, acentu6 el incremento en la proporci6n 
citoquininas/auxinas, limitante para desencadenar la 
desdiferenciaci6n y por ende desfavorable para la 
formaci6n del callo, por lo que la inducci6n qued6 reducida 
a niveles significativamente inferiores o, en la condici6n 
mas critica. al carecer de suplemento auxfnico (i-3; i-7; i- 
11 ), se inhibi6. La adici6n del brasinoesteroide s6Io al 
medio (i-5; i-9 e i-13), tampoco indujo la formaci6n de callo, 
tal como se atribuye en sentido general a las fitohormonas 
de tipo citoquinina en la mayorfa de las especies de plantas. 

Una vez mas queda demostrado el papel fundamental de 
la auxina 2,4 -D en la iniciaci6n y proliferaci6n de callos 
(Caldas et al., 1990; Lynch et al., 1991; Dodds y Roberts, 
1995). Especfficamente en arroz, se declara la 
concentraci6n de 2,0 mg/L utilizada, como la 6ptima para 
lograr la mejor inducci6n (Ravi DS y Minocha, 1993; Ravi 
HB y Minocha, 1993). 

En cuanto a la factibilidad demostrada por los analoqos 
de brasinoesteroides , de reemplazar el efecto fisiol6gico 
de otras fitohormonas, Urteaga (1996). en vicaria 
(Catharanthus roseus (L.) G. Don), reporta al 
brasinoesteroide DAA-6 10·1 mg/L como sustituto efectivo 
del acldo naftalenacetico (ANA) 4,5 mg/L, en la 
estimulaci6n del crecimiento del callo, efecto opuesto al 
encontrado por nosotros para el propio analoqo y el ME, 
los cuales a una concentraci6n cinco veces menor (1 o-s 
mg/L), provocaron tambien una elevada efectividad para 
inducir callos, pero como sustitutos de la citoquinina KIN 
1,0 mg/L; resultado equivalente con el obtenido por 

TABLA II 
Comportamiento de la inducci6n de callos en J-104 y Pok frente a los analoqos de brasinoesteroides DAA-6, DI-31 y 
ME 10-5 mg/L. 

Tratamiento Var. J-104 Var. Pok 

Free. Suma de Free. Suma de 
rangos rangos 

CONTROL i-1 50% 860a 90% 1025a 
i-2 30% 730c 30% 635 f 

DAA-6 i-3 0 535e 0 440g 
A i-4 50% 860a 90% 1025a 
N i-5 0 535e 0 440g 
A i-6 0 535e 40% 440g L i-7 0 535e 0 440g 0 D1-31 i-8 20% 665d 60% 830c G i-9 0 535e 0 440g 0 
s i-10 40% 795 b 50% 765d 

ME i-11 0 535e 0 440g 
i-12 50% 860a 70% 895 b 
i-13 0 535e 0 440g 
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Garcfa et al. (1997) en la calloqenesls de cate (Coffea 
canephora var. robusta) al aplicar DAA-6 y MH-5 a 10-2 

mg/L. 

En correspondencia con los resultados obtenidos serf a 
recomendable extender a otras variedades de arroz, la 
aplicaci6n y evaluaci6n de los analoqos DAA-6 y ME en 
sustituci6n de fitohormonas de tipo citoquinina con vistas 
a generalizar para este cultivo, protocolos de calloqenssis 
mas eficientes y econ6micos. 

Atendiendo a las respuestas positivas de frecuencias de 
inducci6n de callos generadas en ambas variedades 
(Tabla II), se identific6 al DAA-6 como el analoqo mas 
favorable, seguido en orden decreciente por el ME y el 
Dl-31. 

Este ultimo brasinoesteroide, en ambas variedades y para 
cualquiera de las combinaciones en las que fue aplicado, 
no solo condujo a una respuesta inhibitoria, con los 
niveles mas bajos de frecuencias de inducci6n en 
aquellos tratamientos donde se formaron callas, sino que 
en el caso de la combinaci6n donde interactu6 con las 
otras fitohormonas (i-6), se alej6 de la respuesta ofrecida 
por las combinaciones hom6Iogas, asumiendo un 
comportamiento similar a los tratamientos carentes de 
la auxina 2,4 -D (i-7 e i-9) (Tabla II); de tal efecto pudiera 
entonces inferirse, que quizas, de los tres analoqos 
empleados, corresponde al Dl-31 la funci6n citoquinina 
mas potente. 
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