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EVALUACION DEL PECTIMORF COMO COMPLEMENTO
DEL 2,4-D EN EL PROCESO DE LA EMBRIOGENESIS
SOMATICA DE CANA DE AZUCAR (Saccharum spp)

Nadina Nieves®, Adelaida Poblete, Mariela Cid, Yarianne Lezcano,
J. L. Gonzéalez-Olmedo y J. C. Cabrera

ABSTRACT. Sugarcane constitutes the main component of
Cuban sugar industry; its reproduction is made vegetatively,
since seeds are only used for genetic works searching new
varieties. The necessity of other alternatives for crop
propagation is an important task within crop biotechnology.
The somatic embryogenesis is an interesting alternative of
culture for this species, but among the disadvantages of this
technology is the asynchronic embryo formation, which
congtitutes adifficulty at acommercial scale production. The
objective of thiswork wasto determine the effect of a Cuban
bioregulator, Pectimorf, on callus formation processes and
somatic embryo differentiation in sugarcane and to evaluate
itseffect on process synchrony. Pectimorf was added in doses
of 3.0,5.0and 7.0mg.L %, combinedwith3.0and 1.5mg.L " 2,4-D.
Pectimorf showed no effect on callus formation with
embryogenic structures (CCEE). The combination of 5.0mg.L™
Pectimorf with 1.5 mg.L ™ 2,4-D had apositiveeffect on embryo
formation, favouring the number of embryosper gram of tissue
and its homogeneity in the advanced states of development.

Keywords. auxins, oligosaccharides, somatic embryos,
sugarcane, plant growth substances

INTRODUCCION

La cafia de azUcar es una planta espontaneay pe-
renne. Se cultiva polianual, por periodos de tiempo que
varian de acuerdo con las zonas, técnicas de cultivo y
variedades. La reproduccion se realiza por la via vegetativa,
con un alto consumo del material que se dedica a la in-
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RESUMEN. Lacafiadeazlcar constituye el principal compo-
nente en la industria azucarera cubana; su reproduccion se
realiza por laviavegetativa, yaque las semillas sirven Gnica
mente paral os trabaj os de genética, en buscade nuevasvarie-
dades. La necesidad de vias alternativas para la propagacion
del cultivo es unatareaimportante dentro de la biotecnologia
vegetal. Laembriogénesis somatica es una aternativaintere-
sante de cultivo para esta especie, pero dentro de losinconve-
nientes que presenta esta tecnologia esta la asincronia en la
formacion de embriones, o que constituye unadificultad cuan-
do se quiere llevarla a escala comercial. El objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de un biorregulador cubano,
Pectimorf, en los procesos de callogénesisy diferenciacion de
embriones sométicos en la cafia de azlicar y evaluar cdmo se
observa este efecto en lasincronia del proceso. Laadicion de
Pectimorf endosisde 3.0, 5.0y 7.0mg.L™, combinado con 2,4-D
en concentracionesde 1.5y 3.0 mg.L ™, no mostré ningtin efec-
to en la formacién de callos con estructuras embriogénicas
(CCEE). Lacombinacion de 5.0 mg.L™ de Pectimorf con
1.5 mg.L* de 2,4-D tuvo un efecto positivo sobrelaformacion
de embriones, favoreciendo €l nimero de embriones por gra-
mo de tgjido y la homogeneidad de estos en |os estados mas
avanzados de desarrollo.

Palabrasclave: auxinas, oligosacéridos, embrion somético,
cafiade azlicar, ustancias de crecimiento vegetd

dustria. Esta es una fase que requiere un elevado consu-
mo de mano de obra, es agotadora y no resuelve los pro-
blemas de enfermedades sistémicas. En este cultivo la
produccién por semillas sirve Ginicamente para los traba-
jos de genética, en busca de nuevas variedades. La bus-
queda de vias alternativas para su propagacion es una
tarea importante en la biotecnologia vegetal. Dentro de
estas vias alternativas, se encuentra la embriogénesis
somatica (1).

Desde el punto de vista convencional, la
embriogénesis somatica incluye varios pasos: induccion,
sincronizacioén, elongacion de embriones, depdsito de
reservas, maduracion, secado y almacenaje (2). En tér-
minos de nutricion, hay cuatro factores que influyen en el
desarrollo de los embriones: auxinas, carbohidratos, ni-
trégeno y acido abscisico. La remocién de auxinas es
clave en permitir que las células proembriénicas inicien
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su desarrollo a través de las etapas globular, corazén,
torpedo y cotiledonar (3). En varias especies de plantas,
muchos de los estudios en este campo se dirigen hacia
la identificacion de los factores externos que controlan la
embriogénesis somatica (4, 5, 6, 7, 8).

La asincronia en la produccién de embriones es un
problema que se presenta en mayor o menor grado en la
embriogénesis soméatica, dependiendo de la especie de
la cual se trate. Esto constituye un problema cuando se
quiere llevar esta tecnologia a escala de produccién opera-
cional. Entodas las etapas de esta tecnologia, los regula-
dores de crecimiento juegan un papel preponderante (1).
Algunos plantean que las hormonas vegetales, como las
auxinas y giberelinas, pueden actuar a través de la acti-
vacién de enzimas enddgenas vegetales, que liberan
oligosacaridos de la pared celular de la planta, siendo
estos ultimos los que de manera directa y especifica re-
gulan muchos de los procesos fisiologicos, que se ob-
servan en la formacién de 6rganos. Estos oligosacaridos
no solo desempefian una funcién estructural sino que
ademas son liberados durante su degradacién, constitu-
yéndose en moléculas sefializadoras en importantes pro-
cesos fisiol6gicos de las plantas, relacionados con el cre-
cimiento y la estimulacién de los mecanismos de defen-
sa enddgenos contra el ataque de plagas y enfermeda-
des. Este tipo de molécula es conocida en la literatura
cientifica como Oligosacarinas (9).

El Pectimorf es un nuevo biorregulador cubano, ob-
tenido a partir de residuos de la industria citricola, cuyo
principio activo es una mezcla de o (1-4)
oligogalacturénidos con grado de polimerizacion mayor
de 7. Su efecto hiolégico, en casi todos los casos estu-
diados, parece estar relacionado con la accién auxinica.
La capacidad del Pectimorf para inducir y desarrollar el
enraizamiento, estimular el crecimiento de los callos,
catalizar la desagregacion celular de estos cuando se
desea obtener suspensiones celulares e incrementar de
forma notable el desarrollo y vigor de las vitroplantas de
los diferentes cultivos, validan a este como una alternati-
va promisoria en la biotecnologia vegetal (9, 10). Evaluar
el Pectimorf como complemento del 2,4-D en la forma-
cién de callos y sincronia de la diferenciacién de embrio-
nes soméaticos en la cafia de azucar es el objetivo del
presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en cafia de azucar variedad
CP52-43, un hibrido proveniente de CP43-64 x CP38-34,
Canal Point, FL, USA. Se utiliz6 la hoja mas interna, en-
rollada, de plantas cultivadas en el campo. Las hojas méas
externas se eliminaron y los cilindros, de aproximada-
mente 10 cm de largo, se sometieron al proceso de des-
infeccidn con hipoclorito de sodio al 2 % durante 10 mi-
nutos. En el flujo laminar se eliminaron las hojas exter-
nas restantes hasta llegar a la mas interna, la cual se
corté en secciones de 1 cm de largo, para su implanta-

cién en placas de Petri que contenian 25 mL de medio de
formacién de callos compuesto por el medio basal MS (11),
enriquecido con 30 g.L™* de sacarosa, 50 mg.L™ de arginina,
con las modificaciones siguientes en cuanto al regulador
del crecimiento establecido para el medio (Tabla I).

Tabla I. Combinaciones de 2,4-D y Pectimorf utiliza-
das parala induccion de callo en tejido de
cafia de azucar

Regulador Concentracion (mg.L™)
24D 30 30 30 30 15 15 15 15
Pectimorf 00 30 50 70 00 30 50 70
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Se colocaron seis segmentos por placa de Petri,
para un total de 18 segmentos por tratamiento. Las pla-
cas se incubaron en oscuridad por 21 dias a 25 + 2°C. Al
cabo de este periodo se realizé una primera evaluacion,
gue consistid en determinar: formacién de callos por seg-
mento, tamafio de los callos, ubicacidén en el segmento
(en un extremo, en ambos y en la periferia) y aspecto de
los callos.

A partir de entonces, los callos neoformados se se-
pararon del segmento y se colocaron en un medio similar
para completar su desarrollo durante otros 21 dias. Fina-
lizado este periodo, se realizé una segunda evaluacion,
gue consistié en determinar; nimero de callos formados
por tratamiento y masa fresca de callos con estructuras
embriogénicas (CCEE) (g).

A continuacion se seleccionaron segmentos de ca-

llos de aproximadamente 50 mg, de los cuales se colo-
caron ocho por placa de Petri en cuatro placas por tra-
tamiento. Estos se subcultivaron en el medio de diferencia-
cion y maduracion de embriones descrito por Tapia etal. (11),
gue contiene las sales de MS suplementadas con 1 mg.L*
de tiamina, 60 g.L* de sacarosa y 1 mg.L" de acido
naftalenacético (ANA). Las placas se incubaron en oscu-
ridad a 25 + 2°C durante siete dias y luego se colocaron
a la luz hasta la apariciéon de los embriones. En este
momento se evaluaron: nimero de embriones por trata-
miento y clasificacibn de embriones en: globulares,
escutelar temprano y escutelar tardio. El experimento fue
repetido en tres ocasiones.
Analisis estadistico. Para el andlisis estadistico de los
resultados se utilizé el paquete SPSS (versién 8.0 para
Windows). Los datos obtenidos se procesaron mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple
y enlos casos en que se presentaron diferencias estadis-
ticas, se procedié a ejecutar la prueba de Rangos Multi-
ples de Duncan con 0=0.05. Los datos porcentuales se
transformaron mediante la ecuacion x’=2arcsin((x/100)°%,
mientras que para los datos discretos se utilizé la ecua-
cion x'=(x + 0.5)°5. Para el factor “Concentracién de 2,4-
D”, el cual consta de dos niveles, se realiz6 la prueba de
T-Student para determinar si existen diferencias signifi-
cativas entre estos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento en la formacion de callos provo-
cado por las combinaciones del Pectimorf con el 2,4-D
en las dosis de 1.5y 3.0 mg.L™* se muestraenla Tabla Il.

Tabla Il. Comportamiento de las combinaciones de
Pectimorfy 2,4-D en laformacion de callos
a partir de explantes de hojas de cafia de
azlcar var CP52-43

Concentracion de2,4-D  Concentracion de Pectimorf  Porcentgje
(mg.L™Y) (mg.L™Y)
15 0.0 100
30 944
50 100
7.0 100
30 0.0 100
30 100
50 944
7.0 100
Sig. - NS*

* NS: No significativo

En la evaluacioén realizada a los 21 dias después de
colocados los explantes en medio de induccion de callos
(Tabla 1), se observo que entre el 94,4y 100 % de los
explantes establecidos en todos los tratamientos presen-
taron formacion de callos, los que se distribuyeron en
ambos extremos y en la periferia de los explantes inde-
pendientemente de los tratamientos. No se observaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos, ni en el
tamafio y la coloracion de los callos en ninguna de las
combinaciones ensayadas.

Alos 42 dias después de iniciado el experimento, en
el momento de colocar los callos en medio de induccion
de embriones, se evalud la masa fresca de callos con
estructuras embriogénicas, en los distintos tratamientos
(Tabla I1).

Tablalll. Efecto delacombinacién de diferentes con-
centraciones de Pectimorf con dos niveles
de 2,4-D, en laformacién de callos con es-
tructuras embriogénicas (CCEE) en cafiade

azucar
Concatraconde24-D  ConcatradidndePectimof - Masafrescade CCEES0 g

(mgL?) (mgL?) decdlo(g
15 00 157+018
30 143+033
50 112+006
70 143+037
30 00 157+052
30 167+013
50 173+042
70 230021

So. - NS*

* NS: No significativo
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Como se observa en la Tabla I1l, no se encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos al combi-
nar diferentes concentraciones de Pectimorf con 1.5y
3.0mg.L*de 2,4-D en la masa fresca de los CCEE, aun-
que se evidencia un aumento paulatino de esta en la me-
dida que se incrementa la concentracién del Pectimorf
combinado con 3 mg.L* de 2,4-D.

La accién del Pectimorf en la formacion de callos ha
sido estudiada en varios cultivos con distinta respuesta.
Algunos encontraron un efecto estimulador de este
oligogalacturénido en el crecimiento de los callos de dife-
rentes cultivos (10). En el cultivo de papa, Solanum
tuberosum, se detectaron resultados positivos en el in-
cremento de la masa fresca del callo con la adicién de
Pectimorf (3.2 mg.L™) en combinacién con AlA (13). Efec-
tos similares fueron encontrados en el cultivo de Anthurium
cubense (14), al utilizar concentraciones de Pectimorf
establecidas dentro del rango de 2 a4 mg.L™. En café se
logré estimular la formacién de CCEE al utilizar tres do-
sis de Pectimorf (15) como sustitutos de la kinetina. Igua-
les resultados fueron publicados en la misma especie
(16), pues se obtuvieron respuestas positivas en el por-
centaje de CCEE a los 30y 45 dias de cultivo. Por otra
parte, en Solanum tuberosum se obtuvieron porcentajes
superiores en la formacién de callos (17) con estructuras
embriogénicas, asi como un incremento en su masa fres-
ca, al utilizar el producto como sustituto de la kinetina en
presencia de 2,4-D. En este caso, el oligosacarido con-
tribuyé a la movilizacion de las citoquininas endégenas
necesarias para un adecuado desarrollo y calidad del callo,
en su accidn sinérgica con el 2,4-D.

Por otra parte, en un estudio realizado en Solanum
tuberosum (17), se demostrd que no existe un efecto del
biorregulador en la formacién de callo al ser usado como
sustituto del 2,4-D en las dosis de 1y 10 mg.L™?; en este
caso, el Pectimorf no logré estimular los niveles endégenos
de la auxina necesarios para los procesos de divisién
celular. En café, no se encontrd respuesta positiva en la
formacién de CCEE (16) al ser empleado el Pectimorf
como sustituto del 2,4-D, lo cual puso de manifiesto el
requerimiento de la auxina para que este ejerza su ac-
cién reguladora.

De los resultados obtenidos en el trabajo, se pone
de manifiesto que el Pectimorf, en las dosis empleadas,
no ejercié el efecto estimulador esperado sobre la forma-
cién de callos en el cultivo de la cafia de azlcar, como se
ha demostrado en otras especies de plantas. Aunque, si
se valora el comportamiento mostrado en la tendencia al
incremento de la masa fresca de los callos en las combi-
naciones del oligosacérido con la dosis de 3.0 mg.L™" de
2,4-D, parece indicar que no se alcanzé la dosis 6ptima
de Pectimorf requerida para establecer el sinergismo es-
perado en la callogénesis en esta especie de planta.

El efecto de las combinaciones de Pectimorfy 2,4-D
sobre la diferenciacién de embriones somaticos en la cafia
de azUcar se muestraenlaTablalV.
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TablaIV. Efecto de lacombinacion de diferentes con-
centraciones de Pectimorf y 2,4-D utiliza-
das en laformacion de callos sobre la dife-
renciacion de embriones somaticos

Concentracion de2.4-D  Concentracion de Pectimorf Embriones/g
(mg.L?Y (mg.LY decdlo
15 0.0 410b
30 1999a
50 255.6a
70 102.0b
30 0.0 87.3b
30 86.3b
50 1889a
7.0 99.4b
ES 11.52

*Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segin
ANOVA y prueba de Duncan, para P=0.05

Al analizar la formaciéon de embriones/g de callo, se
observa que los mejores resultados se alcanzaron en los
callos con estructuras embriogénicas formados por la
combinaciénde 1.5mg.L* de 2,4-Dy 3.0y 5.0 mg.L™* de
Pectimorf, las cuales no difieren con el tratamiento de
3.0mg.L" de 2,4-Dy 5.0 mg.L* de Pectimorf, pero si con
el resto. La concentracion de 5.0 mg.L™* de Pectimorf,
independiente de la concentracion de 2,4-D ensayada,
favoreci6 la diferenciacion de embriones en mayor medi-
da que el resto de las concentraciones.

Resulta interesante sefialar que en los controles sin
Pectimorf, la mayor concentracion de la auxina fue la que
produjo el mayor nUmero de embriones por gramo de te-
jido, con valores que duplican la cifra obtenida en la dosis
de la hormona reducida a la mitad.

La Figura 1 muestra el resultado de la evaluacion de
los embriones clasificados en los diferentes estados de
desarrollo: (A) contiene las combinaciones de Pectimorf
con ladosis de 1.5 mg.L™* de 2,4-D y (B) las combinacio-
nes con la dosis mas alta de la auxina.

El efecto del Pectimorf en los tratamientos con
1.5 mg.L" de 2,4-D se representa en la Figura 1A, en la
cual se puede observar que sin Pectimorf la formacion de
embriones es poco homogénea, encontrandose embrio-
nes en todos los estados de desarrollo evaluados (globu-
lar, escutelar temprano y escutelar tardio) en similares
proporciones. Es de sefialar que en la concentracion de
5.0 mg.L* de Pectimorf es donde se logra concentrar la
formacién de embriones, con un predominio de los esta-
dos méas avanzados de desarrollo. En este tratamiento
casi el 50 % de los embriones se encuentra en el estado
mas avanzado de desarrollo (escutelar tardio), el 40 %
en escutelar temprano y un pequefio porcentaje en esta-
dos tempranos (globulares), lo cual hace que mas del
90 % de los embriones se encuentren en estado escutelar,
con una reduccién marcada en la dispersion del proceso.
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Figura 1. Efecto de la combinacién de diferentes
concentraciones de Pectimorf con 1.5 mg.L*
(A)y 3.0 mg.L* de 2,4-D (B) sobre la for-
macién de embriones somaticos.

Al evaluar el efecto del Pectimorf en los tratamientos
con 3.0 mg.L™* de 2,4-D, sobre la formacién de embriones
(Figura 1B), se observa que el mayor porcentaje de em-
briones se encuentra en los estados tempranos, funda-
mentalmente en el estado globular (mas del 60 %). A
medida que aumenta la concentracién de Pectimorf, se
observa la presencia de embriones en estados mas avan-
zados de desarrollo, con similar tendencia que en las
combinaciones con la dosis reducida de 2,4-D. En los
estados globular y escutelar temprano no se encontraron
diferencias estadisticas, pero si en el escutelar tardio con
la dosis de 5 mg.L™.

Al comparar solo el efecto del 2,4-D (tratamiento
control), en ambas dosis, se observa que con la dosis
mas alta, existe mayor presencia de embriones en esta-
dos mas tempranos de desarrollo, mientras que con la
menor dosis se acelera el proceso de desarrollo de los
embriones a estados mas avanzados.
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En el estudio del Pectimorf, la mayoria de los traba-
jos sefalados en la literatura se relacionan con la forma-
cion de callo y el enraizamiento de tejidos; sin embargo,
para la diferenciacion de embriones soméaticos y mas
especificamente para mejorar la sincronia del desarrollo
de estas estructuras no se tienen referencias. En el cul-
tivo de papa, Solanum tuberosum, la combinacién de AIA
con Pectimorf (0.1y 3.2 mg.L* respectivamente) no pre-
senté diferencias significativas en la diferenciacion del
tejido y formacién de embriones (13), a diferencia de lo
publicado en el mismo cultivo al combinar Zeatina con
Pectimorf (0.5y 3.2 mg.L* respectivamente), donde si se
encontré efecto positivo sobre la formacion de embriones
somaticos.

Los resultados encontrados en el trabajo sugieren
gue el Pectimorf ejerce un efecto inductor sobre los pro-
cesos de diferenciacion de embriones somaticos en la
cafia de azucar, con una marcada tendencia a acelerar
los procesos de desarrollo de estos hacia los estadios
superiores con una mayor sincronia del proceso. Sin
embargo, existen alin aspectos que no quedan claros en
el estudio realizado.

Algunos han postulado que estos oligosacaridos
interactuaban con los sitios de enlace de las auxinas en
la membrana celular (9); este descubrimiento no solo
apoyaba la hipétesis del efecto antiauxinico sino que ade-
mas sugeria que los oligogalacturénidos acttdan a nivel
de lamembrana. En el caso nuestro, el efecto observado
no parece estar directamente asociado con un efecto
antiauxinico, sino mas bien que actué a través de meca-
nismos diferentes, si tenemos en cuenta que el mayor
namero de embriones y la mayor sincronia ocurrié en
aquellas combinaciones en las cuales el 2,4-D estaba
reducido, fundamentalmente en la concentraciéon de
5.0 mg.L* del oligosacarido. Por otra parte, si analiza-
mos que en la formacion de masa fresca de los callos,
las concentraciones mayores de 2,4-D mostraron incre-
mentos en la medida que se incremento el Pectimorf,
considerariamos que se manifesté un efecto sinérgico.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, es evi-
dente la necesidad de profundizar en los mecanismos de
accion de este producto al nivel molecular, para lograr
elucidar cuéles son realmente las vias con las que ejerce
su accion y su relacion con la principal hormona
involucrada en el proceso de la embriogénesis somatica
de la cafa de azucar, como son las auxinas.

CONCLUSIONES

#* La adicion de Pectimorf en dosis de 3.0, 5.0 y
7.0 mg.L*, como complemento al 2,4-D, ensaya-
do en concentraciones de 1.5y 3.0 mg.L™, no tuvo
efecto en la formacion de CCEE en el proceso de
embriogénesis somatica de tejidos de cafia de azlcar.
La inclusion de concentraciones de 5.0 mg.L? de
Pectimorf, combinado con 1.5 mg.L™" de 2,4-D, en el
medio de induccién de callos, tuvo un efecto positivo
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sobre la posterior formacion de embriones, favoreciendo
el numero de embriones por gramo de tejido y la ho-
mogeneidad de estos en los estados mas avanzados
de desarrollo.

El Pectimorf en combinacion con el 2,4-D mostré un
efecto sinérgico mas que antiauxinico en la fase de
histodiferenciacion de la cafia de azucar.
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