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INFLUENCIA DEL PECTIMORF SOBRE LA CALIDAD
DE LA SEMILLA ARTIFICIAL DE CANA DE AZUCAR

(Saccharum sp.)

Mariela Cid®, J. L. Gonzalez-Olmedo, Yarianne Lezcano

y Nadina Nieves

ABSTRACT. Pectimorf, anew Cuban bioregul ator whose ac-
tive principle is a mixture of oligosacarides of pectic origin,
having the capacity to induce and devel op rooting, to stimulate
callus growth and remarkably increase the development and
vigour of vitroplants in different cultures, is a promising
alternativein crop biotechnology. Therefore, the objective of
this work is to determine the effect of single and combined
Pectimorf with GA _ and | AA on the composition of sugarcane
artificial seed capsule. The work was made with somatic
embryos obtained in calluses from segments of the most
internal |eaf of sugarcane plants, CP52-43 variety, planted under
field conditionswith nine months of age. Artificial endosperm
became rich with Pectimorf (10 mg.L™), that was combined
withGA_ (0and2.0mg.L™") and IAA (Oand0.5mg.L ™) and a
control treatment without hormones. Results showed a
synergic effect of Pectimorf with |AA, whichincreasedinthe
percentage of capsule germination, without reaction in the
oligosaccharideinteraction with gibberellin. When Pectimorf
was applied as asingle one, although it increased the number
of plants, it was in detriment of the quality of them; the size,
number of leaves and length decreased significantly and at
the final evaluation, these capsules presented a high number
of deformed plants that was not possible to evaluate.

Keywords: auxins, sugarcane, endosperm, gibberella,
oligosaccharides, plant growth substances

INTRODUCCION

Las hormonas vegetales, como las auxinas y
giberelinas, pueden actuar a través de la activacion de
enzimas endogenas vegetales, que liberan oligosacaridos
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RESUM EN. El Pectimorf, un nuevo biorregulador cubano cuyo
principio activo es una mezcla de oligosacéaridos de origen
péctico, que posee capacidad para inducir y desarrollar €l
enraizamiento, estimular el crecimiento deloscallos, eincre-
mentar deformanotabled desarrolloy vigor delasvitroplantas
de diferentes cultivos, es una aternativa promisoria en la
biotecnologiavegetal. Espor ello que el objetivo del trabagjo es
determinar el efecto del Pectimorf soloy combinadoconGAy
AlA enlacomposicion delacpsuladelasemillaartificial de
cafiade azlicar. El trabajo serealiz6 en caflade azlcar, variedad
CP52-43, con embriones provenientes de call os obtenidos de
segmentos de la hoja mas interna de plantas de campo de
nueve meses de edad. El endospermo artificial se enriquecio
con Pectimorf, arazén de 10 mg.L™, que se combino con GA .
(Oy2.0mg.L ) yAIA (0y 0.5mg.L™). Losresultadosdel traba-
jo ponen de manifiesto un efecto sinérgico del Pectimorf conel
AlA, lo que se mostré en el incremento del porcentagje de
germinacion delas capsulas, sin reaccion en lainteraccion del
oligogosacérido con la giberelina, aunque en el tratamiento
donde se combinan e Pectimorf con ambas hormonas, fue
donde selogré lamayor calidad de plantas. El Pectimorf, cuan-
do fue aplicado solo, aunqueincrementd el nimero de plantas
producidas, 1o hizo en detrimento de la calidad de estas; la
talla, el nimero de hojas y la longitud de estas disminuyé
significativamentey, en el momento delaevaluaciénfinal, di-
chas cépsulas presentaron un elevado nimero de plantas de-
formadas que no fue posible evaluar.

Palabrasclave: cafiade azlcar, endosperma, gibberella,
oligosacaridos, sustancias de crecimiento vegetd

de la pared celular de la planta, siendo estos ultimos los
que, de manera directa y especifica, regulan muchos de
los procesos fisiolégicos que se observan en la forma-
cion de érganos. Estos oligosacéridos no solo desempe-
fian una funcién estructural sino que ademas son libera-
dos durante su degradacion, constituyéndose en molé-
culas sefalizadoras de importantes procesos fisiolégicos
de las plantas, relacionados con el crecimiento y la
estimulacion de los mecanismos de defensa endégenos
contra el ataque de plagas y enfermedades. Este tipo de
molécula es conocida en la literatura cientifica como
Oligosacarinas (1).
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El Pectimorf se reconoce como un nuevo
biorregulador cubano, obtenido a partir de residuos de la
industria citricola, cuyo principio activo es una mezcla de
oligosacéaridos de origen péctico. La capacidad del
Pectimorf para inducir y desarrollar el enraizamiento, es-
timular el crecimiento de los callos, catalizar la
desagregacion celular de los callos cuando se desea
obtener suspensiones celulares, e incrementar de forma
notable el desarrollo y vigor de las vitroplantas de los dife-
rentes cultivos, validan a este como una alternativa
promisoria en la biotecnologia vegetal (2).

Los resultados obtenidos en el cultivo de tejidos de
cafia de azlcar, café, citricos, ajo, tomate, platanos y
bananos, demuestran que este producto no solo puede
sustituir parcial o totalmente los reguladores de creci-
miento tradicionales en los procesos de micropropagacion
de estos cultivos sino que, en la mayoria de los casos,
se obtienen resultados superiores (2, 3, 4, 5). En esta
tecnologia los reguladores de crecimiento juegan un pa-
pel preponderante. Estos son, junto a otros, elementos
clave en las diferentes etapas del cultivo in vitro. Por lo
tanto, la posibilidad de utilizar analogos en el proceso,
gue pudieran por un lado tener un mayor y mejor efecto y/o
menor costo, es algo que esta en fase de investigacion.

La utilizacion de la semilla artificial, como fase final
del proceso de la embriogénesis somatica, es un paso
clave dentro de la biotecnologia vegetal. En el sistema de
semilla artificial, el embridbn somético es encapsulado en
una matriz de alginato de calcio que lo soporta, protege,
permite la manipulacién y se le puede adicionar los com-
ponentes nutricionales necesarios para los procesos de
germinacion y conversion. Hasta la fecha, es muy con-
trovertido el tema de la composicion de la capsula artifi-
cial, pero es evidente la necesidad del uso de regulado-
res del crecimiento que ayuden al desarrollo inicial del
embridn (6, 7) y luego su total independencia en el medio
exterior, para llegar a desarrollar en campo hasta planta
completa (8, 9).

El Pectimorf, por sus propiedades ya probadas en
diferentes cultivos (3, 4, 5), y en particular en la
histodiferenciacién de embriones somaticos en la cafia
de azucar (10), puede constituir un elemento importante
a incorporar en el protocolo de la semilla artificial de la
cafia de azUcar, como un potenciador de las hormonas
sintéticas, un incremento en la calidad de la semillay un
bajo costo adicional, por lo que el objetivo del trabajo es
determinar el efecto del Pectimorf solo y combinado con
GA, y AlA en la composicion de la capsula de la semilla
artificial de cafia de azUcar.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en cafia de azlcar, variedad
CP52-43, un hibrido proveniente de CP43-64 x CP38-34,
Canal Point, FL, USA. Se utililizaron callos provenientes
de segmentos de la hoja mas interna de plantas cultiva-
das en el campo de nueve meses de edad. El medio de
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formacién de callos estuvo compuesto por el medio basal
MS (11) enriquecido con 30 g.L™* de sacarosa, 50 mg.L*
de argininay 3 mg.L™" de 2,4-D. Las condiciones de culti-
vo fueron en oscuridad y 25 + 2°C de temperatura.

Callos del tercer subcultivo se pasaron a un medio
de diferenciacion, compuesto por el medio basal MS com-
plementado con 60 g.L™ de sacarosay 1 mg.L™" de ANA
segun Tapia et al. (6). Estos fueron colocados en oscuri-
dad por siete dias y posteriormente a la luz (blanca fluo-
rescente a 50 umol.m?s de densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (DFF)) y 25 + 2°C de temperatura, hasta la
aparicion de los estados mas avanzados del embrién para
su encapsulacion.

Para el encapsulado se utilizaron embriones en es-
tado escutelar tardio, los cuales se seleccionaron con la
ayuda de un estereomicroscopio. Las capsulas se for-
maron a partir de alginato de sodio al 2.5 % en cloruro de
calcio 1 % y se procedid segun Nieves et al. (7).

Los tratamientos ensayados en la capsula aparecen
enlaTablal, teniendo en cuenta para la dosis del Pectimorf
los resultados previos obtenidos en el Centro de
Bioplantas.

Tabla|l. Disefio de las combinaciones de AlA, GA3

y Pectimorf
GAz(mg.L™) AIA (mg.L™) Pectimorf (mg.L™)
2.0 0.5 0
2.0 0.5 10.0
2.0 0.0 10.0
0 0.5 10.0
0 0 10.0

Las cpsulas germinadas se pasaron a frascos so-
bre un medio basal MS para el desarrollo de las plantas y
su posterior evaluacién a los 35 dias de germinadas. Cada
tratamiento contd con tres repeticiones de 30 capsulas
cada una. Los resultados son la media de tres repeticiones.

Evaluaciones realizadas:

= porcentaje de capsulas germinadas (10 dias)

= conteo y clasificacion de plantas (35 dias)

= variables fisiologicas de las plantas: altura, nimero de
hojas, largo de la hoja méas desarrollada, nimero de
raicesy largo de la raiz mas desarrollada (cm).

Procesamiento estadistico. Para el procesamiento esta-
distico de los resultados se utilizaron las pruebas
paramétricas (OneWay ANOVA) y no paramétricas
(Kruskal-Wallis y Student Newman Keuls) y del paquete
estadistico SPSS (Version 8.0 para Windows). Los da-
tos en porcentaje fueron transformados segun la ecua-
cion x'=2*Arcsenv(n/100).

RESULTADOS

El porcentaje de germinacion de las capsulas en los
diferentes tratamientos se expone en la Figura 1.
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Los datos fueron transformados (X’=2*ARSEN (¥x/100))
(Medias con letras desiguales difieren estadisticamente segun
pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y Student Newman
Keuls para p<0.05)

Figura 1. Porcentaje de germinacién de las capsu-
las sometidas a diferentes tratamientos con
Pectimorf: A) control; B) 10 mg.L™ +AIA +GA,;
C)10mg.L*+GA,-AIA; D) 10mg.L™*-GA_+AIA;
E)10mg.L*-GA -AlA

Como se aprecia en la Figura 1, los mayores por-
centajes de germinacion de las capsulas se obtuvieron
en los tratamientos B (donde se combina el Pectimorf
conAlAy GA,) y D (combinacion con AlAy ausencia de
GA), sin diferencias estadisticas entre ellos, aunque este
ultimo no difiere del resto de los tratamientos. La combi-
nacion del Pectimorf en ausencia de AlAy solo fueron las
gue mostraron los menores porcentajes de embriones
germinados, sin diferencias con el control.

En la Figura 2 se muestra la evaluacion del nimero
de plantas obtenidas en las diferentes combinaciones de
Pectimorf adicionadas a las capsulas.
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Luego de transformados los datos (x'=vx). Se realizaron pruebas
no paramétricas (Kruskal-Wallis y Student Newman Keuls para
p<0.05) (Medias con letras desiguales difieren estadisticamente)

Figura 2. Numero de plantas en los diferentes trata-
mientos con Pectimorf: A) control; B) 10mg.L™
+AlA+GA ; C)10mg.L*+GA -AlA; D) 10mg.L*
—-GA,+AIA; E) 10mg.L* - GA_-AIA

Como se aprecia en la figura, el tratamiento que lo-
gré la mayor produccién de plantas fue el E, donde se
aplico el Pectimorf solamente, aunque no presento dife-
rencias estadisticas con el control ni en las combinacio-
nes con AIAy GA, (B) y AIA (D). Mientras que el trata-
miento que mostro los menores valores fue la combina-
cion de Pectimorf con GA, (C).

En la Tabla Il se exponen los indicadores fisiolégi-
cos evaluados en las plantas obtenidas por semilla artificial.

Tabla Il. Comportamiento de las variables fisiologi-
cas en las plantas obtenidas a partir de los
diferentes tratamientos con Pectimorf.
A)control; B)10mg.L*+AIA+GA ; C)10mg.L*
+GA,-AlIA;D)10mg.L*+AIA-GA ;E)10mg.L™" -

GA,-AlA
Tratamientos Altura No. Largo No. Largo
de planta hojas hoja raices raiz
A 1.48c 4.00cd 6.70b 1.30b 1.55¢cd
B 248 4907 10.122 2578 3.65%
C 1.87b 4.27bc 5.47c 1.13b 2.89%
D 2707 4.42b 6.04bc 1.16b 1.25d
E 1.6%c 3.76d 5.24c 2.84a 2.10c
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Medias con letras desiguales difieren estadisticamente segun
pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis y Student Newman
Keuls) para p<0.05)

Como se aprecia en la tabla, el tratamiento que mos-
tr6 el mejor comportamiento en todas las variables eva-
luadas, fue la combinacion donde se aplico el Pectimorf
con las dos hormonas que componen el medio del
endospermo artificial (AIAy GA), con diferencias esta-
disticas de significacion. En todos los tratamientos donde
se aplicé la mezcla de oligosacéaridos se incrementd la
talla de las plantas, aunque donde este se aplico solo (E)
no hubo diferencias estadisticas con el control. De igual
modo, este tratamiento incremento significativamente el
namero de raices emitidas por planta. Es interesante
sefalar que el Pectimorf aplicado solo (tratamiento E)
produjo un mayor nimero de plantas (Figura 2), pero de
menor talla, con hojas méas pequefias y en menor nimero.

DISCUSION

Los oligosacaridos interacttan con los sitios de en-
lace de las auxinas en la membrana celular (12). Este
descubrimiento no solo apoya la hip6tesis del efecto
antiauxinico, sino que ademas sugiere que los
oligogalacturénidos actdan a nivel de la membrana.

Los estudios llevados a cabo hasta la fecha con
Pectimorfy que aparecen reflejados en la literatura, se
relacionan con la formacion de callo y el enraizamiento
de tejidos. En el cultivo de papa, Solanum tuberosum,
la combinacién de AIA con Pectimorf (0.1y 3.2 mg.L™*
respectivamente) no presento diferencias significativas en
la diferenciacion del tejido y formacién de embriones (13),
a diferencia de lo publicado en el mismo cultivo al com-
binar Zeatina con Pectimorf (0.5 y 3.2 mg.L™* respectiva-
mente), donde si se encontré efecto positivo sobre la
formacién de embriones somaticos. Efectos similares
fueron encontrados en el cultivo de Anthurium cubense (4),
al utilizar concentraciones de Pectimorf establecidas den-
tro del rango de 2 a 4 mg.L™. Por otra parte, en un estu-
dio realizado en Solanum tuberosum (5), se demostro
que no existe un efecto del biorregulador en la forma-
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cion 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
logro estimular los niveles end6égenos de la auxina ne-
cesarios para los procesos de division celular. En café,
no se encontré respuesta positiva en la formacién de
callos embriogénicos (3) 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.

En cafia de azucar, en la fase de induccion e
histodiferenciacién de callos, no se encontré un resulta-
do directamente asociado con un efecto antiauxinico (10),
al tener en cuenta que el mayor nimero de embriones 'y
la mayor sincronia ocurrié en aquellas combinaciones en
las cuales el 2,4-D estaba reducido, fundamentalmente
en la concentracion de 5.0 mg.L* del oligosacérido. Mien-
tras 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, lo
gue se asocid a un efecto sinérgico con la auxina. En el
trabajo que se presenta no se evalud el Pectimorf en el
proceso embriogénico, sino en el desarrollo de los embrio-
nes somaticos, luego de encapsulados en perlas de alginato
para formar la semilla artificial y aunque se encontrd in-
fluencia del producto en el nUmero de plantas, cuando se
aplicé solo, el desarrollo de ellas no fue adecuado, lo que
hace pensar que no puede actuar como un estimulante
aislado y que su accién si puede potenciar la actividad de
otras hormonas de crecimiento, como es el caso del AIAy
el GA, en el endospermo artificial. Sin la accion conjunta
de otros reguladores del crecimiento, hubo un detrimento
de la calidad de las plantas, pues la talla, el nimero de
hojas y la longitud de estas disminuy® significativamente.
Es de sefialar, ademas, que en el momento de la evalua-
cién final, estas capsulas presentaban un elevado nimero
de plantas deformadas que no fue posible evaluar.

El efecto méas pronunciado en los resultados obteni-
dos en el trabajo ponen de manifiesto, ademas, un efecto
sinérgico del Pectimorf con el AlA, lo que se observa en
el incremento del porcentaje de germinacién de las cap-
sulas, que se vio favorecido significativamente en los tra-
tamientos donde ambos se encontraban presentes, mien-
tras que no se encontré similar reaccion en la interaccién
del oligogosacérido con la giberelina.

Aungue es controversial el modo de accién de este
oligosacarido y se ha encontrado en algunos cultivos un
efecto contrario a las auxinas, tanto en la fase de induc-
cién e histodiferenciacién de callos (5) como en la semilla
artificial de cafia de azUcar, el Pectimorf manifiesta su modo
de accion en interaccién con las auxinas, lo que sugiere
su aplicacién como potenciador de este regulador del cre-
cimiento ampliamente empleado en la embriogénesis
somética de numerosos cultivos.
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