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ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL PECTIMORF
EN LA MORFOGENESIS In Vitro DEL TOMATE
(Lycopersicon esculentum, Mill) VAR. AMALIA
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ABSTRACT. Different researches devel oped at the L aboratory
of Plant Biotechnology from the National Institute of
Agricultural Sciences (INCA) have shown the role of
oligogalacturonides as bioregulators of the in vitro
morphogenetic activity in different plant species. Inthiswork,
the biological activity of different concentrations of the
oligopectate Pectimorf was studied in the in vitro
morphogenetic response of tomato (Lycopersicon esculentum,
Mill). The treatments used as explants the apical segments of
hypocotyls and cotyledons coming from in vitro seedlings of
Amalia cultivars, which were cultivated in MS medium
supplemented with different concentrations of Pectimorf (1, 5,
10and 15 mg.L ™), inabsenceor presence of low concentrations
of BAP(0.25,0.5and 1 mg.L™). The study showed thefavora-
ble action of this product on thein vitro tomato regeneration.
It was established that, for hypocotyls, the optimal
concentration of Pectimorf was 10 mg. L™. In the case of
cotyledons, the best combination was the oneusing 10 mg.L™
Pectimorf with 0.25and 0.5 mg.L* BAPasacomplement inthe
culturemedium.
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INTRODUCCION

Laregeneracion de plantas in vitro por organogénesis
0 embriogénesis somatica es un prerrequisito indispen-
sable para la aplicacién de algunas herramientas de la
biotecnologia en la mejora genética de las plantas (1). La
aplicacion de la biologia molecular y celular al mejora-
miento de plantas requiere que células simples vegetativas
desarrollen una planta completa (totipotencia). Esta pre-
misa es util tanto para la transformacién de plantas como
para el cultivo de protoplastos (2, 3), que necesitan de un
eficiente protocolo de regeneracion.
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RESUMEN. Diferentesinvestigacionesrealizadasen el Labo-
ratorio de Biotecnologia de las plantas del Instituto Nacional
deCienciasAgricolas (INCA), han demostrado €l papel delos
oligogal acturénidos como biorreguladores del crecimiento y
desarrolloin vitro. En este trabajo se estudié la actividad bio-
I6gica de diferentes concentraciones de la mezcla de
oligogalacturénidos conocidacomo Pectimorf, enlarespues-
tamorfogenéticain vitro del tomate (Lycopersicon esculentum,
Mill). Enlosensayosrealizados se emplearon como explantes
segmentos apicales de hipocétilos y cotiledones provenien-
tesdepléntulasdel cultivar Amalia, cultivadas en medio basal
complementado con diferentes concentraciones de Pectimorf
(1,5, 10y 15 mg.L™) enpresenciao no de bajas concentracio-
nes de BAP (0.25, 0.5y 1 mg.L™). Se puso de manifiesto la
accion favorable del producto sobre la regeneracion in vitro
de los explantes estudiados, siendo la dosis de 10 mg.L™ de
Pectimorf la que favorecio la regeneracién de plantas a partir
dehipocotilos. En el caso delos cotiledones, las mejores com-
binaciones fueron aguellas donde se emplearon 10 mg.L™ de
Pectimorf con 0.25y 0.5 mg.L ™" de BAP como complemento del
medio de cultivo.

Palabras clave: oligosacéridos, cultivo in vitro,
Lycopersicon esculentum, pectinas

En la capacidad de division celular y regeneracion
de las plantas de tomate, hay exigencias diferenciadas
en cuanto a la composicion del medio de cultivo, especial-
mente en lo referente a reguladores del crecimiento (4, 5, 6).

La introduccion de los oligogalacturénidos en las tec-
nologias de regeneracion in vitro pudiera constituir una
alternativa promisoria, para mejorar la eficiencia econo-
mica del proceso con insumos nacionales, al elevar los
coeficientes de multiplicacion y obtener plantulas con un
desarrollo vegetativo adecuado (7).

Entre las oligosacarinas, puede citarse el grupo de
oligogalacturénidos producidos en Cuba por la degrada-
cion de la pectina de los frutos citricos, que son activos
biolégicamente a muy bajas concentraciones. Estos com-
puestos se han obtenido también de las paredes de hon-
gos patégenos, de células vegetales o sintetizados por
bacterias simbiontes de plantas (8).

Varios autores han probado los oligogalacturénidos
como sustitutos de auxinas y citoquininas, para conocer
su efectividad en los procesos morfogenéticos de diver-
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sas especies (9, 10, 11), no habiendo informes para el
tomate, por lo que se llevé a cabo el presente trabajo, con el
objetivo de evaluar el efecto de diferentes concentraciones
del oligogalacturénido Pectimorf en la respuesta morfogenética
invitro del tomate (Lycopersicon esculentum, Mill), var. Amalia,
con vistas a incrementar la regeneracion al sustituir o com-
plementar la accién del BAP en este proceso.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia del Departamento de Genética y Mejora-
miento Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA). Pararealizar estos experimentos se partio de semillas
de tomate (Lycopersicon esculentum, Mill) var. Amalia (12).

Las semillas fueron esterilizadas y llevadas al flujo
laminar (ESI FLUFRANCE), donde se sumergieron en
solucién de cloro comercial al 50 % (3 % de cloro activo)
durante 15 minutos y se enjuagaron tres veces en agua
destilada estéril hasta eliminar el agente desinfectante (13).

Una vez desinfectadas, las semillas fueron coloca-
das sobre la superficie del medio basal, contenido en
pomos de vidrio a razén de 20 mL por recipiente para
obtener los germinados cultivados in vitro (5, 13, 14). La
incubacion se realiz6 en un cuarto de crecimiento a
25+2°C (14), con fotoperiodo de 16 horas luz (65 umol.m™.s™).

El medio basal (MS) consistié en sales de Murashige
y Skoog (15), complementado con 2 % de agar Gel Rite,
azucar comercial (30 g. L"), Tiamina (4 mg.L™) y Mio-
inositol (100 mg.L™), como aditivos organicos (5, 13, 14).
Se estudi6 el efecto del Pectimorf, mezcla de
oligogalacturonidos producida en el Laboratorio de
Oligosacarinas del INCA, a diferentes concentracionesy
en combinacién con BAP (6-Bencilamino purina), tal como
se muestra en la Tabla I.

Tablal. Concentraciones de Pectimorfy BAP en los
medios de cultivo ensayados

Tratamientos BAP Pectimorf

(mg.L™) (uMm) (mgL™)  (um)

P - - 1 0.47

P, - - 5 2.35

P; - - 10 4.70

Py - - 15 7.05
P;+B; 0.25 1.11 10 4.70
P;+B, 0.5 2.22 10 4.70
Ps+B; 1 4.44 10 4.70

El pH se ajustd a 5.8, previo a la adicién del agente
solidificante. La esterilizacion se llevé a cabo en autocla-
ve por espacio de 20 minutos a 121°C con 1.5 atmdsferas
de presion.

Entre los siete y 10 dias posteriores a la germinacion,
los cotiledones de las plantulas estaban perfectamente
expandidos y desarrollados; en este estadio se
seccionaron los segmentos apicales de los hipocétilos
(1 cm) ylazona central de las hojas cotiledonares, para
ser utilizados como explantes en medios de cultivo que
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contenian medio basal y las concentraciones de Pectimorf
y BAP referidas en la Tabla | a razon de cinco explantes
por pomo con 10 repeticiones.

Después de 21 dias de cultivo, se llevo a cabo una
valoracion cualitativa y cuantitativa, en 50 explantes por
tratamiento, de las siguientes caracteristicas:
= desarrollo del callo: segun escala 1 (15)
= color del callo: segun escala 2 (15).

Las cantidades de yemas, brotes y raices por
explante se transformaron a vx+1; los resultados fueron
procesados estadisticamente mediante un andlisis de
varianza de clasificacion simple, modelo fijo (16), mien-
tras que los explantes con brotes, brotes anormales, ye-
mas, callos y raices fueron expresados en porcentajesy
procesados mediante una comparacion de proporciones,
através de la prueba de Shi cuadrado. En caso de existir
diferencias significativas entre las medias, se docimaron
por la prueba de rangos multiples de Duncan al 5 % (17).

RESULTADOS Y DISCUSION

A los siete dias de cultivados en medios con
Pectimorf, los hipocétilos estaban engrosados y con un
color verde intenso, momento a partir del cual comenza-
ron a aparecer raicillas en el extremo menos apical del
explante, llegando a ser multiples. A medida que se en-
groso el extremo apical de los hipocotilos, aparecieron
callosidades de cicatrizacion y en los tratamientos P, P,
y P, se formaron callos morfogenéticos de poco creci-
miento y textura compacta.

El mayor porcentaje de explantes con callos se ob-
servo en los tratamientos P_y P, (Tabla I1), siendo la
variante P_la que aport6 una mayor frecuencia de regene-
racion, con una eficiencia de 2.67 brotes por explante.
Asi mismo, la Tabla Il muestra como en el tratamiento P,
no ocurrié regeneracion de brotes, manifestdndose una
pobre actividad morfogenética tendiente a la formacion
de raices. Al utilizar dosis de 5a 10 mg.L™*, incrementd la
frecuencia y eficiencia de regeneracién; en cambio, en
dosis inferiores y superiores a estas, se vio afectado este
proceso, favoreciendo la callogénesis en dosis de 10 mg.L™.
Ello demuestra que el uso de esta dosis promueve los me-
jores resultados en la regeneracion de brotes y formacion
de callos morfogenéticos, en los que se observan numero-
sas yemas que luego de subcultivadas dan lugar a brotes.

Al discutir estos resultados, se pone en evidencia la
semejanza del proceso inducido por la presencia del
Pectimorf con el descrito por otros autores (18), donde
se utilizaron diferentes concentraciones de BAP como
regulador del crecimiento. Se realiz6 un bioensayo clasi-
co (7) en lainduccion de callos y el crecimiento de brotes
de tabaco, donde se demostré que el Pectimorf tuvo un
efecto de tipo citoquininico; ello unido a los resultados
obtenidos en este mismo sentido (19) con callos de
Saccharum officinarum L., al sustituir la kinetina por
Pectimorf, confirman el tipo de accion reguladora que ejer-
cen estos oligogalacturénidos en algunas especies vegetales.
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Tabla Il. Efecto del Pectimorf en la morfogénesis in
vitro de hipocotilos de tomate var. Amalia

Tratar  Brotes explantes  Eficienciade  Frecuencia Explantes  Explantes
miento  regenerados regeneracion explantes concallos con raices
(Brotes/explantes  regenerados (%) (%)
totales) (%)
P 0+0.04c 0.00d Oc 30b 33b
P, 1.75+0.04 b 140b 80 ab 30b 33b
P 2.67+0.04 a 2.67a 100a 100a 100a
P, 1.71+0.06 b 0.80c 46b 100a 100a
EEx+ xokk 0.07%** 0.12*** 0.12%**  (0.12***

Medias con las mismas letras son estadisticamente iguales segun
prueba de Duncan (p<0.05)
*** significativo para<0.001

En cultivos como café, cafia de azlicar y en la espe-
cie Anthurium cubense (11, 18, 19), la adicion de Pectimorf
al medio de cultivo estimul6 la formacion de callos y la
regeneracion de mdltiples brotes. Se considera que los
oligogalacturénidos pudieran llevar informacion y ser por-
tadores de mensajes quimicos, que en este caso pueden
desencadenar procesos fisioldgicos de regeneracion y/o
de division de la pared celular, ya que ellos promueven en
las células vegetales la sintesis de importantes sustan-
cias que actuan en estos procesos (9, 10).

Los resultados del experimento donde se combiné
la accion del Pectimorfy el BAP, mostraron una actividad
morfogenética que demuestra como la unién de estos
compuestos desencadena una actividad morfogenética,
con caracteristicas similares a la descrita con la sola
presencia de los oligogalacturdnidos en el medio de cultivo
(Tabla I11). La capacidad organogénica de los hipocadtilos
no difirid significativamente entre si en cuanto al porcen-
taje de explantes con brotes y nimero de brotes por
explante.

Sin embargo, cuando se utilizaron 10 mg.L* del
bioproducto y 0.5 mg.L™" de BAP (P,+B,), se obtuvo el
100 % de explantes con callos (Tabla I1), resultado lo-
grado con la adicién de solo 10 mg.L™* de Pectimorf en el
experimento anterior, no favoreciéndose la morfogénesis
con la adicion de Pectimorfy BAP en el medio de cultivo.

Estos resultados indican que si bien se esperaba
gue el BAP debiaincrementar la respuesta regenerativa
de este tipo de explante en unién con el oligogalactu-
rénido, solo se logré un incremento en la division celular
indiferenciada en uno de los tratamientos (P_+B,), lo que
pudiera estar motivado por una accion de desbalance
hormonal creada por el exceso de citoquinina en el me-
dio de cultivo, lo que provocé un bloqueo en la respuesta
morfogenética del explante. Esta respuesta presupone la

necesidad de un estudio méas profundo sobre la accion
de dosis 10 mg.L™ del Pectimorf combinado con dosis
superiores a 0.25 mg.L™ e inferiores a 0.5 mg.L™* de BAP.

En el siguiente experimento se demostré claramen-
te que el Pectimorf en las dosis estudiadas no favorecio
el desarrollo de un proceso morfogenético en cotiledones
de tomate (Tabla IV). Solo con la mayor de las dosis es-
tudiadas (P,), se pudo observar una incipiente formacion
de callos que alcanzo6 el 26 % de los explantes bajo ese
tratamiento, sin que se tuvieran indicios de regeneracion
alguna durante el tiempo de cultivo.

Tabla IV. Actividad morfogenética causada por la
accion del Pectimorf en cotiledones del
cultivar Amalia

Tratamiento Explantes con callos Explantes con raices
(%) (%)
= Ob 0
P, Ob 13
Ps Ob 13
Py 26 a 26
EEx+ 6.44-02E*** 8.77-02E ns

La presencia del oligogalacturénido combinado con
concentraciones menores de 1 mg.L™* de BAP, incremento
la respuesta morfogenética de los cotiledones (Tabla V).
En los tres tratamientos (Tabla V), se formaron callos de
abundante crecimiento y color verde en mas de la mitad
de los explantes, destacandose P_+B, con el 100 % de
los explantes con callos. Las variantes P_+B, y P_+B,
fueron las Unicas que provocaron la diferenciacion de bro-
tes, con valores muy notables y similares estadistica-
mente; sin embargo, como se puede observar, la eficien-
cia de regeneracion fue baja en los dos casos. La varian-
te P_+B,_ fue la inica donde se observo un enraizamiento
pobre de uno de los extremos de la hoja cotiledonal y un
50 % de los explantes con callos.

La causa de esta reaccion pudiera deberse al agota-
miento de los nutrientes en el medio, después de tres
semanas de cultivo; se evidencia un desequilibrio hormo-
nal, provocando la necesidad de un subcultivo mas fre-
cuente de los callos a medios ricos en citoquininas.

De todos los factores implicados en la respuesta
morfogenética, se sabe que la limitante de la induccion
es la concentracién hormonal. Los estudios de correla-
cién entre los niveles hormonales endégenos y procesos
fisioldgicos, asi como los experimentos sobre el efecto
de los reguladores del crecimiento aplicados exdgenamente
son corroborados por varios autores (20, 21).

Tablalll. Accién delacombinacién de Pectimorfy BAP en la morfogénesis in vitro de hipocotilos de tomate

var. Amalia
Tratamiento Brotes/explantes Eficiencia de regeneracién Frecuencia explantes Explantes Explantes
regenerados (brotes/explantes total es) regenerados (%) con callos (%)  con raices (%)
Ps+B; 1.41+0.07 1.04 10 83a 10b
P3+B, 1.50+0.04 112 23 100 a 3b
P3+B3 1.44+0.04 1.16 36 16b 66 a
ESx+ n.s 0.04 n.s 7.72-02 En.s 8.6-02 Ex** 8.07-02 E***
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Tabla V. Proceso morfogenético inducido en cotiledones de tomate por la combinacién de Pectimorfy BAP

en el medio de cultivo

Tratamiento Brotes/explantes  Eficiencia de regeneracion Frecuencia Explantes Explantes
regenerado (Brotes/explantestotales)  explantes regenerados (%) con callos (%) con raices (%)
P3+B1 la la 100 a 100 a Ob
P3+B2 la la 100 a 66 b 0b
P3+B3 Ob Ob Ob 50 b 10a
ESx+ O*** O*** 7.72-02E*** 8.17-02E*** 3.27-02E**

Los cambios provocados por las oligosacarinas en
la expresién morfogenética de los explantes dependen
de la concentracion relativa de auxinas y citoquininas, el
pH del medio y la variacién del pH durante el periodo de
cultivo (22).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de-
muestran que el uso del Pectimorf a concentraciones de
10 mg.L™" incrementd la regeneracion in vitro en segmen-
tos apicales de hipocdtilos del cultivar Amalia, superan-
do a la formacion de callos, frecuencia y eficiencia de
regeneracion obtenida con el uso del BAP (2 mg.L™),
como suplemento al medio basal MS recomendado para
este cultivar (15).

Al utilizar este bioproducto como suplemento hor-
monal en los medios de cultivo de cotiledones, no se
obtuvieron resultados alentadores con las dosis ensaya-
das, lo que debe promover estudios mas amplios en este
sentido; en cambio, cuando se utilizaron combinaciones
de Pectimorfy BAP, se vio favorecido el desarrollo y cre-
cimiento celular de los explantes utilizados, observando-
se un marcado incremento en la callogenésis, no asi en
la regeneracion de 6rganos.

Varios autores (23, 24) encontraron diferencias en
cuanto a la capacidad de division celular y regeneracion
en las plantas de tomate, estando esta determinada en
gran medida por los reguladores del crecimiento y el tipo
de explante usados, aun cuando se utilizan diferentes
explantes de una misma planta, aspecto a tener en cuenta
alahora de recomendar el empleo de uno u otro regula-
dor del crecimiento.

Laintroduccién de los oligogalacturénidos en las tec-
nologias de regeneracion in vitro, pudiera constituir una
alternativa promisoria para mejorar la eficiencia econémi-
ca del proceso con insumos nacionales, al elevar los co-
eficientes de multiplicacién y obtener plantulas con un
desarrollo vegetativo adecuado (9, 10).
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