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EFECTO DE DOS OLIGOSACARINAS SOBRE LA EXPRESION
ISOENZIMATICA AL SER APLICADAS SOBRE DOS VARIEDADES
DE TABACO (Nicotiana tabacum L.)

A.Acosta® Lien Gonzalez, Marlyn Valdés, Clara Gonzalez

y Laura Sanchez

ABSTRACT. Cuba is engaged in searching and designing
new phytohormones, such as Pectimorf and xyloglucans,
which are oligosaccharide mixtures from pectic (Patent No.
22859/2003) and hemicellul ose polysaccharides, respectively.
It has been reported that both are endogenous regulators of
plant development and morphogenesis and can also elicit
defence responses. However, less well-known are molecular
mechanisms activated. That isthe reason to continue studying
to evaluate the role they play and the ways by which these
compounds act on plant development. To get afirst approach
to the action mechanism of both compounds on the genome,
the expression of four isoenzymatic systems - peroxidases,
poliphenoloxidases, carbonic anhidrase and esterases- was
analyzed intwo varieties of tobacco (Nicotiana tabacumL.),
treated with both bioproducts. Data obtained were statistically
analyzed by means of apackage of NTSY S-PC programsand
their importance was valued on the development and
morphogenetic mechanismsof plants. Asaresult, characteristic
zimotypes were obtained per each isoenzymatic system for
thetwo varieties (H-2000 and H-2.1.1) studied. Also, inhibition
and/or induction of some isoforms were observed in plants
grown in amedium supplemented with both bioregulators, in
comparison to the controls used. These results evidenced a
modul ation on the expression of genetic information mediated
by these products, at least, for the four systems analyzed in
this crop.
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RESUMEN. En Cubasetrabajaen lablsqueday produccion
de nuevas fitohormonas, entre las que se encuentran el
Pectimorf y los xiloglucanos. El principio activo de estas es
una mezcla de oligosacaridos, en €l primer caso de origen
péctico (PatenteNo. 1198/171) y en € segundo, de hemicelulosa.
Se plantea que ambos son reguladores enddgenos del desa-
rrolloy lamorfogénesisdelas plantasy, ademaés, inducen res-
puestas de defensa. Sin embargo, menos conocidos son los
mecanismos moleculares que se activan, por lo que se conti-
ndan los estudios para evaluar el papel que juegan y las vias
por las que actiian dichos compuestos en €l desarrollo de las
plantas. Para obtener una primera aproximacion del mecanis-
mo de accién de ambos compuestos sobre €l genoma, se ana-
liz6laexpresion de cuatro s stemasi soenziméti cos -Peroxidasas,
Polifenol oxidasas, Anhidrasas Carbdnicasy Esterasas- en dos
variedades de tabaco (Nicotiana tabacum L.), tratadas con
losbioproductos. L osresultados se analizaron estadisticamente
mediante € paguete de programas NTSYS-PC y sevaord su
importanciasobree desarrolloy lamorfogénesisdelasplantas.
Como resultado se obtuvieron los zimotipos caracteristicos para
cada sistema isoenzimético de las dos variedades estudiadas
(H-2000 y H-2.1.1). Ademés, se observo inhibicidn y/o induc-
cién deisoformas en | as plantas crecidas en medio suplementa
do con ambos biorreguladores, en comparacion alos controles
empleados. Estos resultados evidenciaron una modulacion de
laexpresion de lainformaci on genética mediada por estos pro-
ductos, al menos, paralos cuatro sistemas analizados en € cul-
tivo empleado.

Palabras clave: pectinas, productos bioldgicos, Nicotiana
tabacum, sustancias de crecimiento vegetal

de Ciencias Agricolas (INCA). El principio activo de estas
es una mezcla de oligosacaridos, en el primer caso de
origen péctico (1) y en el segundo, de hemicelulosa. Se
plantea que son reguladores enddgenos del desarrollo y
la morfogénesis de las plantas (2, 3, 4).

Los resultados demuestran que el Pectimorf 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 en cuanto
al vigor y la coloracién de las plantas (1). La capacidad
de este oligopectato para inducir y desarrollar el
enraizamiento, estimular el crecimiento de los callos,
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catalizar la degradacion de la pared celular de los callos,
cuando se desea obtener suspensiones celulares e in-
crementar de forma notable el desarrollo y vigor de las
plantulas, la validan como una alternativa promisoria en
la Biotecnologia Vegetal cubana (5). Por su parte, en el
caso de los xiloglucanos, se ha comprobado que estos
poseen actividad biolégica, entre las que se encuentran
la actividad auxinica y antiauxinica, dependiendo de la
concentracién de trabajo (6) y no se descarta la posibili-
dad de que también jueguen un papel en la activacién de
las vias de defensa. No obstante, en ambos casos, se
contindan los estudios para evaluar el papel que juegan
dichas hormonas en el desarrollo de las plantas y, de
esta manera, garantizar la utilizacion segura de produc-
tos naturales en la mejora de cultivos, sin que estos pro-
voquen alteraciones de su genoma o causen dafios en el
ecosistema.

Por otra parte, las isoenzimas han tenido un rol pro-
minente en los estudios de poblaciones vegetales, para
determinar la variabilidad y estructura genética, sistema-
tica y biologia evolutiva, asi como en la descripcion de
germoplasma e identificacion de variedades (7, 8). Estas
se definen como diferentes formas moleculares de una
enzima que poseen una actividad catalitica comuan, es
decir, acttan sobre el mismo sustrato. Ciertos cambios
(mutaciones) en los genes que codifican estas enzimas
pueden resultar en modificacién de la composicién de
aminoacidos, originando proteinas con la misma activi-
dad biolégica pero con diferente carga neta y, por tanto,
con diferentes velocidades de migracion en un campo eléc-
trico. Estas diferencias determinan patrones caracteristi-
cos de migracién electroforética de las formas
isoenziméaticas. Por lo tanto, en base a este principio,
las técnicas isoenzimaticas se han descrito como un
método sencillo y barato, para medir las variaciones
genéticas cercanas al nivel de ADN, relativamente libre
de efectos ambientales, y sobre un mayor nimero de
muestras manipulables (9).

Adicionalmente, el cultivo del tabaco (Nicotiana
tabacum L.) resulta de gran interés para la evaluacién de
biorreguladores, por las implicaciones tanto en la inves-
tigacion basica (ha sido ampliamente usado como modelo)
en estudios fisiolégicos y bioquimicos y de genética
molecular (10) como aplicada, pues constituye uno de
los principales renglones econémicos de nuestro pais.

Es por ello que para estudiar si existe relacion entre la
regulacion de la expresion de isoformas en determinados
sistemas isoenzimaticos bajo la accién de bioproductos, el
objetivo de este trabajo fue determinar variabilidad en la ex-
presion genética, mediante el andlisis de cuatro sistemas
isoenzimaticos diferentes, de plantas crecidas en medios
suplementados con xiloglucanos y Pectimorf.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y fitohormonas empleadas. Se emplea-
ron semillas botanicas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
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de las variedades cultivadas Habana-2.1.1 (H-2.1.1) y
Habana-2000 (H-2000) de la camparfia 2002-2003, ambas
gentilmente cedidas por el Departamento de Genética del
Instituto de Investigaciones del Tabaco (IIT).

Se emplearon dos bioproductos: a) Pectimorf (com-

puesto por una mezcla de (1—4)-o-D-oligogalacturénidos,
con un grado de polimerizacion (Gp) entre 7 y 16); y b)
xiloglucanos (compuestos por una mezcla de D-glicopiranosa
unidos por enlaces -1,4), ambos obtenidos y cedidos
gentilmente por el Departamento de Fisiologia Vegetal
del INCA.
Cultivo in vitro aplicando los biorreguladores de interés.
Para las evaluaciones in vitro, se colocaron las semillas
de ambas variedades en un medio basico Murashige y
Skoog (MS) sin estimuladores tradicionales de la
germinaciéon, Unicamente suplementado con cada
biorregulador: Pectimorfa 10 mg.L™* (MS/P) y xiloglucanos
a 0,1 mg.L* (MS/X). Como control negativo se empled el
medio MS sin fitohormona.

Primeramente, las semillas se desinfectaron median-
te inmersion en lejia comercial durante 20 min., seguida
de tres lavados en agua destilada, todo lo cual se desa-
rrollé en un flujo laminar horizontal (Veb Elektromat, Ale-
mania). Se colocaron cinco semillas por frasco y de es-
tos se emplearon 10 por tratamiento (réplicas). Los fras-
cos se mantuvieron en luz artificial continua y temperatu-
ra controlada por un periodo de 45 dias.

Analisis de los sistemas isoenziméticos. Para el andlisis
de las isoenzimas se partié de 5 g de hojas por trata-
miento, las cuales se maceraron en mortero y se les afia-
di6 cinco gotas de sacarosa al 2 %. Los extractos obte-
nidos se filtraron por gasay se mantuvieron a -20°C has-
ta su utilizacion. Las corridas de electroforesis se reali-
zaron en geles de poliacrilamida (gel de separacién al 10 %
y un gel concentrador al 4 %), y un sistema de buffer
discontinuos (11). Estas se desarrollaron en tampdn Tris-
Glicina 0.04 M (pH=8.3) y a 50mA de corriente constan-
te. Para cada sistema estudiado se aplicaron tinciones
especificas: Peroxidasas (Px, E.C.1.11.1.7, 12);
Esterasas (Est, E.C.3.1.1, 13); Anhidrasas Carbdnicas
(Anc, E.C.2.4.1.1, 14) y Polifenoloxidasas (Ppo,
E.C.1.10.3.1, 10). Las movilidades electroforéticas fue-
ron medidas en centimetros, tomando como punto cero u
origen el comienzo del gel de separacion y colocandolas
en un papel milimetrado.

Andlisis estadisticos. A partir de los resultados, se con-
feccionaron las matrices de datos binarias para la pre-
sencia (1) o ausencia (0) de bandas en cada sistema
evaluado, las que se analizaron mediante el paquete de
programas estadisticos NTSYS-PC (versién 2.1; 15),
empleando el coeficiente de Dice (16) y aplicando el pro-
grama SIMQUA. Basados en estas matrices de distan-
cias, se us6 el método de la media aritmética de grupos
no ponderados (UPGMA) en el programa SHAN, para pro-
ducir los dendrogramas de las variedades estudiadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de los sistemas isoenzimaticos mostro

induccion y/o inhibicién de bandas en el material tratado
respecto a los controles. Dichas variaciones en la expre-
sion de las isoformas podrian estar relacionadas con la
modulacién de diferentes procesos bioldgicos, entre ellos
los de morfogénesis y defensa y, por lo tanto, brindan
informacién sobre el papel biolégico de los productos eva-
luados. A continuacién se analizan los resultados para
los cuatro sistemas estudiados:
Isoenzimas peroxidasas. A partir del analisis del
zimograma de peroxidasas para el Pectimorf (Figura 1a),
se puede apreciar que del total de nueve bandas cinco
son comunes a todo el material, las que pueden ser ca-
racteristicas del género. Resultados similares fueron ob-
tenidos en un analisis isoenzimético de siete variedades
cultivadas de tabaco (17). La banda ubicada en 2.8 uni-
dades es caracteristica de la variedad H-2.1.1, la cual se
encuentra ausente en la muestra donde se aplico
Pectimorf; el resto del patron de isoformas fue idéntico
en esta variedad. Para la H-2000, las bandas ubicadas
en 0.2 y 1.6 unidades son propias de esta, donde la ulti-
ma constituye un alelo raro que permite diferenciar a esta
variedad y coincide con lo publicado anteriormente (18).
A su vez, no aparece en el material tratado con el
biorregulador la isoforma ubicada en 5.1 unidades.

Para los xiloglucanos (Figura 1b), se puede apreciar
gue existen un total de nueve bandas, de las que cuatro
son comunes a todo el material y probablemente carac-
teristicas del cultivo. Se aprecia también una zona de
bandas compactas, donde se ubican las isoformas de
mayor peso molecular y, por tanto, de mayor migracion
anddica. Las bandas ubicadas en 0.2 y 1.6 unidades res-
pectivamente, aparecen en la variedad H-2.1.1 crecida en
medio con xiloglucanos, mientras que las isoformas co-
rrespondientes a 2.8 y 4.9 unidades solo se observan en
el control y no existen bandas caracteristicas de esta
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variedad para el sistema en estudio. La isoforma de 3.4
unidades es caracteristica de la variedad H-2000 y solo
aparecio en el material tratado con el biorregulador. Al
igual que para la otra variedad, en esta se produjeron
inducciones y represiones de determinadas bandas en
respuesta al producto evaluado; por ejemplo, en el mate-
rial tratado se indujo la isoforma localizada en 2.8 unida-
des, mientras que se inhibié las de 0.2, 1.6 y 5.1 unidades.

Al Pectimorf se le ha atribuido un papel en la induc-
cién de respuestas de defensa, pues mimetiza la presen-
cia de patégenos que liberan, a partir de la interaccién
con la pared celular, oligopectatos con estructuras simi-
lares a las del biorregulador. También es conocida la ac-
cion directa sobre la morfogénesis al ser liberados de
forma natural por accién enzimatica (5). En el sistema
analizado se aprecié inhibiciéon y no induccién de
isoformas, lo cual constituye una novedad. Sin embargo,
la explicacion a este resultado podria ser compleja. La
relacién con la induccidn de vias de defensa seria poco
probable por las bajas concentraciones empleadas en los
tratamientos, ademas de la relacién entre oligosacarinas
y las vias de defensa inducidas por el &cido jasmdnico o
salicilico y no el sistema de oxidasas (19). Por lo tanto,
resulta mas probable una relacién directa entre la
morfogénesis y la inhibicién de las isoformas de
peroxidasas, a partir de una relacién directa con hormo-
nas tradicionales.

En el caso de los xiloglucanos, y dado el importante
papel que desempefia este sistema isoenzimatico en la
sintesis de los componentes de la pared, regulacion del
crecimiento, diferenciacion celular, resistencia a factores
abiéticos y bidticos, entre otros (6), podria decirse que
las isoformas inducidas poseen una actividad catalitica
superior a las que normalmente se expresan, lo que es-
taria en correspondencia con el desarrollo morfogenético
alcanzado por las plantas en el momento de efectuar el
estudio (datos no mostrados).
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Figura 1. Zimogramas para el sistema isoenziméatico peroxidasas. Donde: (a) tratamiento con el Pectimorf,
y (b) tratamiento con los xiloglucanos. Los carriles se corresponden con: 1-H-2.1.1 en MS, 2-H-2.1.1
en MS/Bioproducto, 3—H-2000 en MS, 4-H-2000 en MS/Bioproducto
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Isoenzimas polifenoloxidasas. En el andlisis del zimograma
de polifenoloxidasas para el Pectimorf (Figura 2a), se apre-
cio un total de siete bandas, de las cuales se observan dos
localizadas en 4.0 y 4.3 unidades comunes a todo el mate-
rial. Para la variedad H-2.1.1, se aprecié que las bandas
ubicadas en 2.1y 4.6 unidades aparecen en el control pero
no en el material tratado. A su vez, esta Ultima correspon-
diente con la isoforma de mayor migracién anddica, parece
ser caracteristica de la variedad. Para la H-2000 se aprecio
la inhibicién de dos isoformas en el material tratado (1.9 'y
3.2 unidades) y no se apreciaron bandas caracteristicas.

El analisis de este sistema para los xiloglucanos
(Figura 2b) mostré un total de siete bandas, donde tres
(2.1, 3.2 y 4.0 unidades) son caracteristicas de las dos
variedades. En la variedad H-2.1.1 solo se apreci6 inhibi-
cion de isoformas en el material tratado con el
biorregulador respecto al control empleado y estas estu-
vieron ubicadas en 1.9, 2.8 y 4.3 unidades. No se obser-
varon bandas caracteristicas para esta variedad. Las ban-
das localizadas en 1.9 y 4.3 unidades respectivamente,
se presentaron en las variedades crecidas en medio MS,
no asi en el medio con xiloglucanos.

En general, existen dos zonas de migracion diferen-
tes: la primera comprendida desde 1.9 a 3.2 unidades y
la segunda desde 4.0 a 4.6 unidades, caracteristica que
ha sido descrita en tabaco (17, 18), asi como también en
otros cultivos como tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) (9) y platano (Musa spp.) (20).

Las polifenoloxidasas, al igual que las peroxidasas, son
isoenzimas que participan en importantes rutas de defensa
contra diferentes patdgenos (9); en este caso mediante la
oxidacién de compuestos fendlicos naturales en quinonas,
gue polimerizan en pigmentos carmelitas o negros (en pre-
sencia de oxigeno), los que constituyen compuestos téxi-
cos para diferentes patdégenos e implica su restriccion, e
incluso inhibicién de su crecimiento (21). Sin embargo, en
el material tratado y similar a las peroxidasas, se aprecio
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inhibicién de isoformas en lugar de induccién, lo cual se
podria deber a la activacién de vias diferentes de defensa
gue no involucran procesos de oxidacién-reduccion de deri-
vados fendlicos, o que estos sistemas se inducen tempra-
namente y el tiempo tomado para el analisis estuviera fuera
del rango de induccion. No obstante, seria interesante reali-
zar otros estudios, que permitan conocer las causas reales
de la inhibicion de las isoformas en periodos de tiempo pro-
longados y cortos de interaccion biorregulador-planta, asi como
determinar la actividad de la fenil amonio liasa (PAL) y otras
enzimas que permitan caracterizar las vias inducidas (22).
Isoenzimas esterasas. En el caso del Pectimorf (Figura 3a),
se encontrd un total de ocho bandas, de las cuales cinco
estan ubicadas en 2.0, 2.4, 2.9, 5.5 y 5.9 unidades y son
comunes a todo el material, constituyendo este un sistema
bastante uniforme. Similares resultados fueron obtenidos al
analizar hibridos interespecificos de N. tabacum x N.
megalosiphon (7), asi como en el estudio de nueve varieda-
des de tabaco (17). Enlavariedad H-2.1.1 crecida en medio
con Pectimorf, se indujo la expresion de dos isoformas ubi-
cadas en 1.3y 5.0 unidades y no aparecen bandas caracte-
risticas. Las bandas ubicadas en 1.3 y 3.4 unidades son
caracteristicas de la variedad H-2000 y solo se expres6 cuan-
do esta crecié en medio suplementado con biorregulador.
El electroforetograma de esterasas para los
xiloglucanos (Figura 3b) mostré un total de ocho bandas,
de las cuales cinco estan ubicadasen 2.4,2.9,5.0,5.5y
5.9 unidades y son comunes a todo el material analiza-
do. En la variedad H-2.1.1 se observd la induccién de dos
isoformas en el material crecido en medio MS/X, locali-
zadas en 1.3 y 3.4 unidades y no se apreci6 para este
sistema bandas caracteristicas de la variedad. También
para la variedad H-2000 se observé induccion de tres
isoformas en las plantas crecidas bajo el efecto de los
xiloglucanos, las que se ubicaron en 1.3, 2.0y 3.4 unida-
des, correspondiéndose la primera y la Ultima con las
bandas que se indujeron en la variedad H-2.1.1. Tampoco
se apreciaron bandas caracteristicas para esta variedad.
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Figura 2. Zimogramas de la electroforesis para el sistemaisoenzimatico polifenoloxidasas. Donde: (a) tratamiento
con el Pectimorf, y (b) con los xiloglucanos. Los carriles se corresponden con: 1-H-2.1.1 en MS,
2—-H-2.1.1 en MS/Bioproducto, 3—-H-2000 en MS, 4-H-2000 en MS/Bioproducto
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Figura 3. Zimogramas de la electroforesis para el sistemaisoenzimatico esterasas. Donde (a) tratamiento con
el Pectimorf, y (b) con los xiloglucanos. Los carriles se corresponden con: 1-H-2.1.1 en MS, 2-H-2.1.1
en MS/Bioproducto, 3—H-2000 en MS, 4-H-2000 en MS/Bioproducto

En el estudio de hibridos interespecificos y progeni-

tores del género Nicotiana, se encontraron ocho bandas
para este sistema (8) pero, a diferencia del nuestro, con
un elevado polimorfismo. La alta homogeneidad en el
zimograma se puede deber a la importancia de este sis-
tema de isoenzimas en el metabolismo, ya que las
esterasas pertenecen al grupo de las hidrolasas, las cua-
les participan activamente en procesos catabolicos y, por
tanto, de entrada de sustratos a las vias de obtencion de
energia (23). Esto se corresponderia con un activo meta-
bolismo a nivel celular (reacciones anabdlicas y
catabdlicas) y que no es mas que el reflejo del vigor
fenotipico observado en las plantas tratadas en el mo-
mento del andlisis.
Isoenzimas anhidrasa carbénica. Para el sistema de
anhidrasa carbonica, obtenido a partir de plantas tratadas
con Pectimorf (Figura 4a), se obtuvo un total de nueve ban-
das, de las cuales las ubicadas en 1.9, 2.4, 2.9 y 5.3 uni-
dades son comunes a todo el material y posiblemente sean
caracteristicas del cultivo. En la variedad H-2.1.1 crecida
en medio con Pectimorf se indujeron diferentes isoformas,
ubicadas en 0.9, 1.2, 4.8 y 5.6 unidades y no se aprecia-
ron bandas caracteristicas para esta variedad. En la H-2000
solo se indujo una banda bajo el efecto del biorregulador, la
cual se corresponde con la isoforma ubicada en 3.5 unida-
des, el resto fue homogéneo y tampoco aparecieron ban-
das caracteristicas para esta variedad.

En tanto que, para los xiloglucanos, un analisis del
sistema de anhidrasa carbdnica (Figura 4b) mostré un
total de nueve bandas, de las cuales seis son comunes a
las dos variedades analizadas (1.9, 2.4, 2.9, 4.8,5.3y
5.6 unidades) y posiblemente del cultivo. Al analizar am-
bas variedades solo se aprecié induccién de isoformas
en las plantas crecidas en medio suplementado con
xiloglucanos. Para la H-2.1.1, aparecieron dos bandas
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ubicadas en 0.9y 1.2 unidades, mientras que para la H-2000,
solo se indujo la isoforma correspondiente a 3.5 unida-
des. En ninguno de los dos casos se apreciaron bandas
caracteristicas.

El sistema de anhidrasa carbonica ha sido analiza-
do para el estudio del género Nicotiana, como es el caso
en que se encontraron ocho bandas (17) y los que encon-
traron siete bandas en Clitoria ternatea L. (24). Este esta
muy relacionado con las vias anabdlicas en las plantas,
fundamentalmente con la fotosintesis (12), de ahi que se
pueda establecer una relacion positiva entre el vigor y la
intensidad de la coloracion verde observada en las plantulas
crecidas en medio con Pectimorf y la induccién de
isoformas, tanto en el sistema esterasas como anhidrasa
carbonica, que no es mas que un reflejo a nivel molecular
del vigor fenotipico apreciado.

Andlisis de conglomerados a partir de los sistemas
isoenzimaticos estudiados. Los resultados obtenidos a
partir del procesamiento de las matrices, mostraron una
clara separacion de las dos variedades empleadas, asi
como también una diferenciacion entre el material trata-
do respecto al control. Este analisis permite suponer una
accion directa de los bioproductos sobre la regulacion de
la expresion génica y, por tanto, sobre diferentes proce-
sos en plantas. A continuacion se analizan los resulta-
dos para los dos bioproductos empleados:

Pectimorf. Los resultados obtenidos a partir del procesa-
miento de la matriz construida con los cuatro sistemas
isoenzimaticos analizados, se muestran en la Figura 5.
En ella se puede apreciar que con un coeficiente de simi-
litud de DICE del 85 % se forman dos grupos bien defini-
dos. El grupo | esta formado solo por la variedad H-2.1.1
obtenida en medio MS, mientras que en el grupo Il apare-
ce lavariedad H-2.1.1 en medio MS/P, asi como la varie-
dad H-2000 en medio MS y MS/P.
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Zimograma de Anhidrasa Carbonica
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Figura 4. Zimograma de la electroforesis para el sistema isoenziméatico anhidrasa carb6nica. Donde (a)
tratamiento con el Pectimorf, y (b) con los xiloglucanos. Los carriles se corresponden con:
1-H-2.1.1en MS, 2-H-2.1.1 en MS/Bioproducto, 3—H-2000 en MS, 4-H-2000 en MS/Bioproducto
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Figura 5. Dendrograma obtenido paralos cuatro sis-
temas isoenzimaticos estudiados al em-
plear el Pectimorf, a partir del andlisis de
la matriz de datos binario y construido
mediante el paguete de programas esta-
disticos NTSYS-PC 2.02. En el eje de las X
estan representados los valores del coefi-
ciente de similitud de DICE. l y ll represen-
tan los grupos que se definen al establecer

un coeficiente de similitud de DICE del 85 %

La separacion de los controles en dos grupos, a par-
tir del analisis de los sistemas isoenziméaticos, coincide
con los resultados del estudio de filogenia de nueve varie-
dades de tabaco (17), y entre las que se encontraban las
dos analizadas en este trabajo. Esta subdivision podria
deberse a que laH-2.1.1 es altamente resistente al moho
azul (Peronospora hyoscyami), lo cual coincide con otros
trabajos (18), mientras que la H-2000 lo es a la pata prie-
ta (Phytopthora nicotiane).
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El control de la variedad H-2000 mostré mejor desa-
rrollo morfol4gico que el de la H-2.1.1; sin embargo, al
crecer esta Ultima en medio MS/P, su vigor se vio
incrementado (mayor nimero de hojas, coloraciony de-
sarrollo de raices mas largas), lo cual puede estar
correlacionado con la induccion de isoformas de
insoenzimas implicadas en vias metabdlicas (anhidrasa
carbdnica y esterasas). Esta podria ser la causa de que
se agrupen con un 85 % de similitud en el dendrograma.
Xiloglucanos. Los resultados del analisis de conglomera-
dos para los xiloglucanos se muestran en la Figura 6. En
ella se puede apreciar que con un indice de similitud del
80 % se generan dos grupos bien definidos. En el grupo |
se agrupan ambas variedades obtenidas en medio MS,
mientras que en el grupo Il estan las procedentes de
medios MS/X. Esta agrupacion a partir de la expresion
diferencial de isoformas, estan en total correspondencia
con los resultados del anédlisis de los caracteres
morfolégicos (desarrollo de raices y hojas), al igual que lo
obtenido para el Pectimorf (datos no mostrados).

Lainclusion de la variedad H-2.1.1y la H-2000 en un
mismo grupo no esta en contradiccion con lo planteado
en el analisis del dendrograma asociado a la accién del
Pectimorf, pues si tomamos para este caso un 85 % en
lugar de un 80 % se generarian tres grupos, uno para la
variedad H-2000 crecida en medio MS, otro para H-2.1.1
también obtenida en MS y un tercero donde se mantie-
nen ambas variedades bajo el efecto de los xiloglucanos.

Esta agrupacion a partir de la expresién diferencial
de isoformas, esta en total correspondencia con los re-
sultados del analisis de los caracteres morfolégicos (de-
sarrollo de raices y hojas - datos no mostrados), al igual
gue los obtenidos para el Pectimorf. En el caso de los
xiloglucanos, este tipo de agrupacion bien definida de las
variedades para los diferentes medios permite proponer-
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los como mejores inductores de eventos morfogenéticos
con respecto al Pectimorf, con su correspondiente ex-
presién diferencial marcada a nivel genético.

H2

H2.1.1

H2X

H2.1.1X

0.77 0.80 084 0388 091

Figura 6. Dendrograma obtenido paralos cuatro sis-
temas isoenzimaticos estudiados al em-
plear los xiloglucanos, a partir del analisis
de la matriz de datos binario y construido
mediante el paquete de programas esta-
disticos NTSYS-PC 2.02. En el eje de las X
estan representados los valores del coefi-
ciente de similitud de DICE. l y Il represen-
tan los grupos que se definen al establecer

un coeficiente de similitud de DICE del 80 %

De forma general, los andlisis genético-bioquimicos
mostraron diferentes zimotipos para los sistemas
enzimaticos estudiados, lo cual indica que las variacio-
nes que se presentan en los patrones isoenzimaticos de
las variedades son debido a la expresion diferencial de
los genotipos en respuesta los bioproductos empleados
en el medio de cultivo.

CONCLUSIONES

» Se obtuvieron los zimotipos caracteristicos de las dos
variedades estudiadas (H-2000 y H-2.1.1), a partir de
los cuatro sistemas isoenziméaticos analizados.

Se observo inhibicion y/o induccion de isoformas en
las plantas crecidas en medio suplementado con
biorregulador (Pectimorf o xiloglucanos) en compara-
cién a los controles empleados.
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