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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL PECTIMORF
EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE MANDARINA
CLEOPATRA (Citrus reshni Hort. ex Tan) MEDIANTE MARCADORES

ISOENZIMATICOS

Reina M. Hernandez®, Regla M. Lara, Esther Diosdado, J. C. Cabrera,
Clara Gonzalez, Marlyn Valdés y Xonia Xiqués

ABSTRACT. Pectimorf isanon-traditional growth regulator
produced by the partial degradation of the cellular wall of
citric barks; it presents the characteristic to elicit defense
mechanisms and to act modifying the processes of plant growth
and development. The objective of the present work was to
detect somatic embryogenesis changesin Cleopatramandarin
under the action of Pectimorf; by means of six isoenzymatic
systems, different types of vegetable materials were used as:
ova, proembryos, embryosat different devel oping stages (glo-
bular, heart-shaped, torpedo and cotiledonar) and embryogenic
calluses upon treatments with Pectimorf or without it. The
genetic-biochemical study showed 84.78 % polymorphismin
the six isozyme systems studied, where carbon anhydrase
proved to be the most polymorphic one (90.9 %). The Cluster
analysisaccording to DI CE coefficient of similarity, allowed to
form three groups: in the first one appear the ova, that is the
starting material while in the remaining groups, treatments
appear according to different devel oping stages of the somatic
embryogenesisand to the differential expression of genotypes,
in answer to the use of this growth bioregulator.

Keywords: Citrus, isozymes, somatic embryogenesis, plant
growth substances

INTRODUCCION

En la actualidad se utilizan técnicas de cultivo in
vitro, en las que el medio de cultivo se suplementa con
sustancias biorreguladoras del crecimiento, que pueden
acelerar el desarrollo de embriones, callos, asi como
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RESUM EN. El Pectimorf esun regulador del crecimiento no
tradicional, que se produce por la degradacion parcia de la
pared celular de la corteza de los citricos; presentalacaracte-
ristica de activar los mecanismos de defensa propios de las
plantas y/o actuar modificando los procesos de su crecimien-
to y desarrollo. El objetivo de nuestro trabajo fue conocer
mediante diferentes sistemas isoenzimaticossi e Pectimorf
empleado en la embriogénesis somética de la mandarina
Cleopatra, produce variabilidad genética. Seutilizaron diferen-
testipos de materiales vegetales como: Gvul os, proembriones,
embriones en los distintos estadios de desarrollo (globular,
acorazonado, torpedo y cotiledonar) y callos embriogénicos,
tratados 0 no con Pectimorf. El estudio genético-bioguimico
mostré un 84.78 % de polimorfismo en los seis sistemas
isoenziméticos estudiados, donde la anhidrasa carbonica re-
sultd ser el sistema mas polimorfico (90.9 %). El andlisis de
Conglomerados, segin el coeficiente de similitud de DICE,
permitié formar tresgrupos: en €l primero aparecen los Gvul os,
gue es el materia de partida, mientras que en los restantes
grupos aparecen los tratamientos de acuerdo alas diferentes
etapas del desarrollo de la embriogénesis sométicay ala ex-
presion diferencia de los genotipos, en respuesta a empleo
deeste biorregulador del crecimiento.

Palabras clave: Citrus, isoenzimas, embriogénesis
somética, sustancias de crecimiento vegetal

estimular el desarrollo vegetativo e intervenir en los me-
canismos de defensa de las plantas.

El Pectimorf es un biorregulador sintetizado por el
Laboratorio de Oligosacarinas del Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA), San José de las Lajas, cons-
tituido por una mezcla de oligopectatos obtenidos a partir
de residuos de la industria citricola (1).

Los resultados demuestran que este producto no solo
puede sustituir de forma parcial o total a los reguladores
del crecimiento tradicionales, sino que en la mayoria de
los casos, se obtienen resultados superiores a los obte-
nidos con las fitohormonas tradicionales, en el desarrollo
morfogenético de los cultivos vegetales (2).

Los embriones somaticos de naranjo agrio (Citrus
aurantium L.) tratados con el Pectimorf, tuvieron un desa-
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rrollo més vigoroso que los que no presentaban este
oligosacarido en los medios de cultivo (3). En cafia de
azucar (Saccharum spp. hybrid) se ha trabajado con ca-
llos, estimando la induccién de enzimas peroxidasas a
diferentes tiempos, con distintas concentraciones de este
oligopectato, obteniéndose los mejores resultados a las 48
horas con una concentracion de 10 mg.L™ de Pectimorf (4).
Sin embargo, en café (Coffea sp.) se evalué el efecto del
oligogalacturénido con auxinas (acido 2,4 diclorofenoxiacético)
y citoquininas (kinetina como testigo), y se validé el efec-
to de este compuesto en sustitucion de las citoquininas (1).

Un aspecto importante a conocer es la estabilidad
genética del material obtenido por las técnicas del cultivo
in vitro y el uso de este biorregulador. La caracterizacion
isoenzimatica de los diferentes estadios de desarrollo de
las plantas, permite valorar esta estabilidad y su posible
utilizacién en futuras investigaciones. Las isoenzimas
son herramientas poderosas en el estudio y monitoreo
de la variabilidad genética, provocada por las técnicas de
cultivo in vitro de plantas. Especificamente sirven como
indicadores de esta variacion, en la visualizacion de la
pérdida de cromosomas en los tejidos de hibridos sexua-
les y somaticos, y brindan un sistema experimental para
el estudio de la recombinacion somética, alteraciones del
cariotipo, mutaciones puntuales y presencia de elemen-
tos transponibles (5).

En tal sentido, el objetivo de nuestro trabajo fue de-
terminar si el uso del Pectimorf en el cultivo in vitro de la
mandarina Cleopatra produce variabilidad genética, me-
diante la evaluacién de seis sistemas isoenzimaticos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron 6vulos, embriones y callos
embriogénicos cultivados en el medio MS (6), que conte-
nian o no el biorregulador del crecimiento objeto de nues-
tro estudio, Pectimorf 10 mg.L™.

Tabla I. Tratamientos empleados en el desarrollo in
vitro de laembriogénesis sométicade man-
darina Cleopatra y su nomenclatura

Material vegetal Nomenclatura
Ovulos Ov.
Proembrién control Pc.
Proembrién Pectimorf (10 mg.L™) Pp.
Globular control Gc.
Globular Pectimorf (10 mg.L™) Gp.
Acorazonado control Ac.
Acorazonado Pectimorf (10 mg.L™?) Ap.
Torpedo control Tc.
Torpedo Pectimorf (10 mg.L™) Tp.
Cotiledonar control Cc.
Cotiledonar Pectimorf (10 mg.L™) Cp.
Cadllo control Clc.
Callo Pectimorf (10 mg.L™) Clp.

Electroforesis de isoenzimas. Para la preparacion de los ex-
tractos se tomaron 0.5 g de masa fresca y se maceraron en
N, liquido con un tampdn de extraccion de sacarosaal 20 %.
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Las corridas electroforéticas para los sistemas
isoenziméticos, se llevaron a cabo en geles de
poliacrilamida (PAGE) en lamina vertical y un sistema de
tampones discontinuos (7, 8), con tampdn de corrida Tris-
Glicina 0.04M, pH 8.3 y empleando un gel de separacién al
10 %. Se efectuaron dos réplicas para cada corrida
electroforética de las isoenzimas. Una vez efectuadala sepa-
racién, se realizaron las tinciones especificas, para la carac-
terizacion de los sistemas como se muestra en la Tabla I1.

Tabla Il. Sistemas isoenzimaticos y métodos de
tincion empleados para el estudio de lava-
riabilidad genética en mandarina Cleopatra

Sistema isoenzimético Método detincién

Peroxidasas (E.C.1.11.1.7) 9

Polifenoloxidasas (E.C.1.10.3.1) (10)
Esterasas (E.C.3.1.1) (112))
Anhidrasa carbénica (E.C.4.2.1.1.) (12
Superoxido dismutasa (E.C.1.15.1.1) (13)
Fosfatasas écidas (E.C.1.8.14) (14)

Las movilidades electroforéticas fueron medidas en
centimetros; se tom6 como punto cero u origen el co-
mienzo del gel de separacién de cada sistema para con-
feccionar los zimogramas (11). Se establecieron los
fenotipos isoenziméaticos en cada variante sobre la base
del nimero, la posicién y presencia o no de cada banda;
se determinaron las bandas propias y el porcentaje de
bandas polimérficas en relacidn con el total de bandas.

Los resultados de los electroforetogramas fueron ana-
lizados mediante el paquete de programas NTSYS-pc (15).
La matriz binaria se empled para construir una matriz de
distancias moleculares (DM) entre todos los tratamien-
tos y estadios de desarrollo, y se establecieron las se-
mejanzas entre los materiales, por el coeficiente de simi-
litud (16), con el uso del programa SIMQUAL. La matriz
fue analizada mediante un analisis de Conglomerados
(Cluster Analysis) (17), con el método de la media arit-
mética de grupos no ponderados (UPGMA) en el progra-
ma SHAN y los grupos se formaron a partir del 50 % de
afinidad (18).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis del zimograma del sistema peroxidasas
(Figura 1), obtenido para los distintos estadios de desa-
rrollo del explante, mostré la presencia de siete bandas;
de ellas, seis fueron polimérficas. En la etapa de 6vulo,
solo aparecio la banda que es comun a todo el material
vegetal ubicada a 1.0 unidad, mientras que en la etapa
proembrionaria, se expresaron cuatro isoformas, donde
las tres bandas situadas a 1.6, 1.8 y 2.0 unidades no
estuvieron presentes en las etapas siguientes del desa-
rrollo embrionario. Para los cuatro estadios posteriores
de desarrollo del embrion, se expreso la banda de mayor
migracién anddica ubicada a 3.0 unidades; en las fases
de acorazonado y torpedo se expresaron dos isoformas
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para este sistema situadas a 0.2 y 0.5 unidades, lo cual
pudiera estar relacionado con la presencia del Pectimorf
en el medio a la concentraciéon de 10 mg.L™; un compor-
tamiento similar fue observado en los callos
embriogénicos, donde la banda de mayor migracién en el
callo control resulté ser inhibida.
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Figural. Zimogramade las isoenzimas peroxidasas
en los diferentes materiales vegetales de
mandarina Cleopatra tratados con
Pectimorf. Las abreviaturas se correspon-
den en orden con: 6vulos, proembriéon con-
trol, proembrién mas Pectimorf + 10 mg.L™,
Globular control, Globular + Pectimorf
10 mg.L*, Acorazonado control, Acorazo-
nado Pectimorf +10 mg.L™, Torpedo con-
trol, Torpedo Pectimorf +10 mg.L™,
cotiledonar control, cotiledonar Pectimorf
+10 mg.L*?, Callo embriogénico control y
callo embrigénico Pectimorf +10 mg.L™

Las isoenzimas peroxidasas se caracterizan por pre-
sentar de una a dos bandas en las diferentes especies y
variedades de citricos, aunque se han encontrado dife-
rencias cuantitativas con relacion a la actividad enzimética
endiferentes variedades e hibridos de estos cultivos (19, 20).
En estudios sobre variabilidad genética en citranger Troyer
cultivado in vitro, se observo una sola banda para todas
las muestras analizadas durante la primera generacion
del cultivo, pero en posteriores generaciones se observa-
ron de tres a cinco bandas (21).

De manera similar, se presentan los resultados de
otros biorreguladores del crecimiento, como son los de
analogos de brasinosteroides, en el cultivo in vitro de ca-
llos no embriogénicos del naranjo agrio, donde en el ana-
lisis de este sistema se encontraron de tres a cuatro ban-
das en los distintos tratamientos empleados (22); de lo
gue podemos deducir que la apariciéon de un mayor nud-
mero de bandas se puede deber al efecto del Pectimorf
dentro del género Citrus.

En cafa de azucar (Saccharum spp. hybrid), otros
plantearon que altas concentraciones de citoquininas
estimulan la transcripcién del (o los) gen (es) que codifi-
can para estas bandas en este sistema (4). Ademas, se
plantea en numerosos estudios en tabaco (Nicotiana
tabacum), cafia de azUcar (Saccharum spp. hybrid) y café
(Coffea sp.) (23, 24, 25), que el Pectimorf tiene efecto
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citoquininico; de ahi pudiera ser que este regulador del
crecimiento intensifique los procesos transcripcionales
para estos genes en especifico.

En el andlisis del zimograma de polifenoloxidasas
(Figura 2), se observo la presencia de cuatro bandas, de
las cuales tres resultaron ser polimérficas. Los 6vulos
presentaron la banda que es comun a todo el material
situado a 1.1 unidad. En las siguientes etapas del desa-
rrollo del embrién, se observé la aparicion de la banda de
mayor migracién anddica a 3.2 unidades, con excepcion
de la fase de torpedo en el medio con Pectimorf. En la
etapa proembrionariay los cuatros estadios de desarro-
llo del embrién y en la fase de callo, se evidencio la acti-
vacién de dos isoformas de menor migracién a0.2y 0.5
unidades, aunque en el caso del embrion globular control
y el callo control, estas isoformas no se expresaron; mien-
tras que para la fase proembrionaria control, cotiledonar
control y callo con Pectimorf 10 mg.L™, solo se expresé
la banda ubicada a 0.5 unidades.
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Figura2.Zimogramadelas isoenzimas polifenoloxidasas
en los diferentes materiales vegetales de
mandarina Cleopatra tratados con
Pectimorf. Las abreviaturas se correspon-
den en orden con: évulos, proembrién con-
trol, proembrién Pectimorf +10 mg.L™,
Globular control, Globular Pectimorf +10 mg.L?,
Acorazonado control, Acorazonado
Pectimorf+10 mg.L™?, Torpedo control, Tor-
pedo Pectimorf +10 mg.L™, Cotiledonar con-
trol, Cotiledonar Pectimorf+10 mg.L™, Callo
embriogénico control y callo embrigénico
Pectimorf+10 mg.L*

Las funciones de las polifenoloxidasas no han sido
determinadas respecto a su gran distribucién, por lo que
se propone hipotéticamente que participen en la defensa,
biosintesis de fenilpropanoides, regulacion de oxigeno
plastidico y el transporte de electrones (26).

El zimograma para anhidrasa carbénica (Figura 3)
mostro la presencia de un total de 11 bandas, 10 de ellas
polimérficas. Resultado similar al obtenido para el siste-
ma peroxidasa, se presenta aqui para los 6vulos, en el
cual solo aparece la banda ubicada a 0.2 unidades, que
es comun atodo el material de estudio. Sin embargo, en
las etapas posteriores del desarrollo proembrionario,
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embrionario y del callo, se aprecié que en las fases don-
de el explante crecié en un medio suplementado con
Pectimorf, se inhibe la expresién de varias isoformas, como
son el caso de las bandas situadas a 0.2, 0.5, 0.8, 5.4,
entre otras; solo para la fase de desarrollo globular con
Pectimorf se evidencié la existencia de tres bandas pro-
pias ubicadas a 4.7, 5.4y 7.0 unidades respectivamente.
En el caso de los callos con Pectimorf 10 mg.L*, solo se
evidencid la banda que es comun a todo el material situa-
daa 1.1 unidades.

0.2-0.3 - - - -
0.5-0.6 H I = E = [ | [ |
0.8-1.0 N N E E . - -
1.1-1.2 H E B B B B B E E EEEBN
1.7-1.8 HE B N N N N = W
2.2-2.3 - || - .
2.7-2.8 - .
4.7-4.8 -
5.4-5.7 - O . - -
6.2-6.3 ||
7.0-71% -

(¥hov Pe Pp G Gp A A Te TP e o e O

Figura 3. Zimograma de las isoenzimas anhidrasa
carbdnicaen los diferentes materiales ve-
getales de mandarina Cleopatra tratados
con Pectimorf. Las abreviaturas se co-
rresponden en orden con: oOvulos,
proembridn control, proembrion Pectimorf
+10 mg.L*, Globular control, Globular
Pectimorf+10 mg.L?, Acorazonado control,
Acorazonado Pectimorf +10 mg.L™, Torpe-
do control, Torpedo Pectimorf +10 mg.L?,
Cotiledonar control, Cotiledonar Pectimorf
+10 mg.L™, Callo embriogénico control y
callo embrigénico Pectimorf +10 mg.L*

La mayoria de los informes de anhidrasa carbdnica
en plantas son concernientes a la funcién que realizan en
los tejidos verdes, pero a pesar de su abundancia, el rol
fisiolbégico de esta enzima esta alin escasamente enten-
dido (27). También se refiere que estan relacionadas con
la respuesta al enraizamiento y constituyen un marcador
para este proceso (28). Se plantea que en plantas C_ la
mayoria de la actividad de anhidrasa carbdnica reside
dentro del estroma del cloroplasto. Por lo que ha sido
propuesto que esta enzima acelera la deshidratacion del
bicarbonato a di6xido de carbono, para proveer un sumi-
nistro constante de diéxido de carbono para la actividad
de la Rubisco durante la fotosintesis (27).

Trabajos realizados en el género Citrus (29) y toma-
te (Licopersicon esculentum Mill.) (30) muestran también
muy poca variabilidad genética para estas isoenzimas.
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Sin embargo, en las variedades de tabaco Habana 2000
y Habana 2.1.1, se observa la inhibicién de algunas ban-
das cuando el material vegetal crecié en un medio de
cultivo suplementado con Pectimorf 10 mg.L™ (23).

En la Figura 4, se presenta el patrén de bandas del
sistema isoenzimatico esterasas, para el cual existen un
total de nueve bandas, ocho de ellas polimérficas. En
este sistema se evidencié una marcada expresiéon de
isoformas en todas las etapas del desarrollo y la diferen-
ciacion del explante, siempre que el biorregulador estuvo
presente en el medio de cultivo. La banda de menor mi-
gracion anddica ubicada a 0.2 unidades, después de for-
mado el embridn globular, se vio inhibida en presencia del
Pectimorf 10 mg.L™ para todas las etapas siguientes de
desarrollo del material vegetal, comportandose de igual
forma el callo embriogénico control.
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Figura 4. Zimograma de las isoenzimas esterasas en
los diferentes materiales vegetales de man-
darina Cleopatra tratados con Pectimorf.
Las abreviaturas se corresponden en orden
con: oOvulos, proembrién control,
proembrion Pectimorf +10 mg.L™, Globular
control, Globular Pectimorf +10 mg.L™, Aco-
razonado control, Acorazonado Pectimorf
+10 mg.L™, Torpedo control, Torpedo
Pectimorf +10 mg.L™, Cotiledonar control,
Cotiledonar Pectimorf +10 mg.L™, Callo
embriogénico control y callo embrigénico
Pectimorf +10 mg.L*

En estudios realizados para este sistema
isoenzimético en el cultivo de anteras de cebadas, se
observé un marcado polimorfismo en dependencia de la
diferenciacion de las estructuras embrionarias (31); sin
embargo, en el andlisis de tres tipos de callos diferentes,
las esterasas resultaron muy sensibles para la deteccion
de la embriogénesis, antes de formarse el embrién so-
maético (32).

El zimograma de fosfatasas &cidas (Figura 5) mos-
tré un total de 10 bandas, nueve de ellas polimérficas. En
la etapa de Gvulo se expresé la banda que es comdn a
todo el material vegetal situada 1.3 unidades, mientras
gue en las restantes etapas del desarrollo, se presenta-
ron patrones de bandas bien definidos con isoformas de
alto, medio y bajo peso molecular, con una expresion no
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uniforme tanto para los explantes tratados como para los
no tratados, pudiéndose asociar estas diferencias al pro-
ceso de diferenciacion celular y al efecto que pudiera estar
ejerciendo el Pectimorf sobre el explante en este proce-
so. Sin embargo, desde las fases de acorazonado a
cotiledonar, se aprecié una expresion de isoformas ubi-
cadasa?2.6,2.9,3.1y 3.5 unidades en el medio enrique-
cido con Pectimorf 10 mg.L™; un comportamiento similar
se evidencio en la etapa de callo, observandose las ban-
das ubicadas a 2.6 y 2.9 unidades.
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Figura 5. Zimograma de las isoenzimas fosfatasas
acidas en los diferentes materiales vege-
tales de mandarina Cleopatratratados con
Pectimorf. Las abreviaturas se correspon-
den en orden con: 6vulos, proembrién con-
trol, proembrién Pectimorf +10 mg.L™,
Globular control, Globular Pectimorf +10 mg.L™,
Acorazonado control, Acorazonado
Pectimorf +10 mg.L™, Torpedo control, Tor-
pedo Pectimorf +10 mg.L™, Cotiledonar con-
trol, Cotiledonar Pectimorf +10 mg.L™?, Ca-
[lo embriogénico control y callo
embriogénico Pectimorf +10 mg.L*

Las fosfatasas acidas juegan un papel importante
en la hidrélisis del fésforo organico y, por ende, en el ciclo
biogeoquimico de este elemento y en la nutricién de las
plantas. La actividad de estas enzimas se ha asociado
con la capacidad de algunos genotipos de tolerar la baja
disponibilidad de fésforo (33, 34).

El patrén isoenzimatico para la superdxido dismutasa
presenta un total de cinco bandas, tres de las cuales son
polimoérficas. Se debe sefialar que en las etapas de 6vu-
lo, proembridn y las dos primeras fases del desarrollo del
embrién (globular y acorazonado), tratados o no con
Pectimorf 10 mg.L*, presentaron solo las dos bandas que
son comunes a todo el material ubicadas a 1.3y 1.7
unidades. Mientras que para las restantes fases del cre-
cimiento embrionario y del callo, se observé la activacion
de dos isoformas de mayor peso molecular ubicadas a
0.2 y 0.6 unidades. En la etapa de callo también se ex-
presé la isoforma de mayor migracion anddica situada a
2.7 unidades, la cual también se puso de manifiesto para
la fase cotiledonar con Pectimorf 10 mg.L™.
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Figura 6. Zimograma de las isoenzimas superoxido
dismutasaen los diferentes materiales ve-
getales de mandarina Cleopatra tratados
con Pectimorf. Las abreviaturas se corres-
ponden en orden con: 6vulos, proembrién
control, proembrién Pectimorf +10mg.L™, Glo-
bular control, Globular Pectimorf+10 mg.L?,
Acorazonado control, Acorazonado
Pectimorf+10 mg.L™?, Torpedo control, Tor-
pedo Pectimorf +10mg.L*, Cotiledonar con-
trol, Cotiledonar Pectimorf +10 mg.L™, Ca-
Ilo embriogénico control y callo
embrigénico Pectimorf+10 mg.L™

De manera general, se puede decir que en este sis-
tema se evidencia un desarrollo ontogenético para las
distintas fases del crecimiento, que esté relacionado con
elaumento de la expresion de isoformas y el incremento
de productos téxicos como consecuencia del aumento
del metabolismo, debido a que son etapas mas avanza-
das en el desarrollo del material vegetal. De ahi que la
enzima superéxido dismutasa (SOD), la cual cataliza la
dismutacion del radical oxigeno (O,") y convierte en agua
el perdxido de hidrégeno que se produce durante la respi-
racién, pueda ser eliminado por varias enzimas
antioxidantes, tales como las catalasas (35).

La Tabla Il muestra los resultados del analisis cuan-
titativo de los zimogramas de los distintos estadios del
material vegetal y tratamientos analizados. El sistema
mas polimérfico resultd ser el de anhidrasa carbdnica con
un 90.9 %, seguido de las fosfatasas acidas con un 90 %
y las esterasas con 88.8 %. El 84.78 % de polimorfismo
obtenido del andlisis de los seis sistemas enziméticos,
esta dado por la etapa de desarrollo en que se encuentra
el explante y por el efecto que ejerce este biorregulador
dentro de cada etapa en cuestion.

Sin embargo, al realizar estudios de la variabilidad
genética dentro del género en Musa (36, 37), se encon-
traron valores altos de polimorfismo para el sistema
anhidrasa carbonica.

Los resultados del analisis de conglomerados para
el Pectimorf se muestran en la Figura 7, donde se puede
apreciar que con un indice de similitud del 50 % se gene-
ran tres grupos bien definidos. En el grupo | aparecen se-
parados los 6vulos, agrupamiento légico ya que es el
explante de partida y al parecer en esta fase de desarrollo,
son pocas las vias metabdlicas que se encuentran activas
para dar una respuesta desde el punto de vista fisiolégico.
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Tabla lll. Andlisis cuantitativo de los zimogramas de los distintos estadios del material vegetal y tratamien-
tos analizados en mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan)

Sistemas Total debandas  Total debandas  Tota de bandas Total de bandas Polimorfismo
isoenziméticos comunes propias polimérficas (%)
Proxidasas 7 1 0 6 85.7
Polifenol oxidasa 4 1 0 3 75
Anhidrasa carbénica 11 1 3 10 90.9
Esterasas 9 1 2 8 88.8
Fosfatasas &cidas 10 1 1 9 90
Superdxido 5 2 0 3 60
Tota 36 7 6 39 84.78
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Figura 7. Dendrograma obtenido a partir del procesamiento en el software NTSYS 2.02, de la matriz de
datos (presencia/ausencia) construida a partir de los seis sistemas isoenziméticos estudiados para
el Pectimorf. En el eje de las X estan representados los valores del coeficiente de similitud de
DICE. Las abreviaturas se corresponden con: Ovulos, Proembrién control, Proembrion Pectimorf,
Globular control, Globular Pectimorf, Acorazonado control, Acorazonado Pectimorf, Torpedo con-
trol, Torpedo Pectimorf, cotiledonar control, cotiledonar Pectimorf, Callo embriogénico control y

callo embrigénico Pectimorf

El grupo Il presenta tres subgrupos: los proembriones
en el subgrupo a), en el b) los cuatros estadios del desa-
rrollo del embridn control (globular, acorazonado, torpe-
do, cotiledonar) y en el c) el globular con Pectimorf
+10 mg.L™. Estos resultados siguen una secuencia légi-
cay en cada subgrupo la ubicacion parece estar media-
da por el nivel de diferenciacién y desarrollo alcanzado.
En el tercer subgrupo el biorregulador produjo un efecto
sobre la expresion de genes, que de alguna forma activan
vias metabdlicas que inducen una respuesta que permite
separarlos del resto de los controles.

El resto de los tratamientos se ubica en el grupo lll,
formado también por tres subgrupos. El subgrupo a) inte-
grado por las fases de acorazonado y torpedo tratados
con Pectimorf+10 mg.L?, mientras que el cotiledonar con
Pectimorf+10 mg.L"1 aparece solo en el subgrupo b); en
el Ultimo subgrupo se encuentran los callos control y ca-
llos con Pectimorf +10 mg.L™, por presentar un nivel su-
perior de desarrollo.

30

Estos resultados coinciden con otros encontrados (3, 38),
donde se refiere que en los citricos la embriogénesis
somatica es de tipo directa, la cual pasa por varias eta-
pas, con formacion de estructuras proembrionarias, se-
guida de las fases del desarrollo embrionario y por Gltimo
la formacién del callo embriogénico.

Esta agrupacion a partir de la expresién diferencial
de isoformas, esta en total correspondencia con los re-
sultados a partir del analisis de las diferentes etapas de
desarrollo del material vegetal y al efecto que puede estar
ejerciendo este biorregulador del crecimiento.

CONCLUSIONES

El estudio isoenzimatico de los diferentes sistemas
demostré que existe un marcado polimorfismo, debido a
las diferentes etapas de desarrollo morfogenético del
material vegetal empleado y al efecto del Pectimorf.
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