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RESUMEN

Se estudié el efecto del PECTIMORF en la elicitacién de la actividad enzimatica fenilalanina-amonio liasa (PAL) en protoplastos del mesdfilo de
naranjo Agrio (Citrus aurantium L.). Luego del proceso de obtencidn y aislamiento de los protoplastos, fueron mantenidos en reposo durante 20
horas en medio Murashige-Skoog, 1962 (MS) sin PECTIMORF. Transcurrido este tiempo se afiadié este oligopectato en 3 concentraciones
diferentes (1, 10 y 100 mg/L) y se tomaron muestras a las 4, 8 y 12 horas, con las cuales fueron confeccionados los extractos para el calculo
de la actividad PAL. Los resultados indican que la concentracion de 10 mg/L resulta la mas eficaz en la elicitacion de actividad PAL, donde se
alcanza la maxima actividad, a las 8 horas de adicionado el elicitor en =l medio de cultivo.
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ABSTRACT
It was studied PECTIMORF effects in elicitation of PAL enzimatic activity in mesophyll sour orange protoplasts. After isolation and harvesting,
protoplasts were mantained in resting for 20 hours in Murashige-Skoog, 1962 (MS) medium without PECTIMORF. Finally, it was added this

oligopectat in three different concentrations (1,10 and 100 mg/L) and were sample at 4, 8 and 12 hours, were done these samples for PAL
activity determinations. The results indicated that 10 mg/L was the most efficient concentration as PAL activity elicitor with a maximum at 8 hours
after the supplementation the elicitor in the culture medium.
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INTRODUCCION efecto por la presencia del extracto de malta en el medio
EI PECTIMORF es una oligosacarina, que se obtiene en de cultivo (Docgo, 1996).

Cuba a partir de la degradacion de la pectina de la corteza

de los frutos de los citricos (Cabrera et al., 1995), cuyo Los programas de mejoramiento genético en los citricos,
efecto biolégico como regulador del crecimiento, es estdn basados fundamentalmente en técnicas
evaluado en los medios de cultivo para la produccion de biotecnoldgicas producto de las limitaciones que presenta
vitroplantas, asi como en experimentos con callos y su mejora tradicional. La hibridacién somatica es muy
embriones somaticos de diferentes especies vegetales, empleada en los citricos con estos fines, pues la utilizacion
en multiples laboratorios biotecnoldgicos de los centros de los protoplastos abre una via para la manipulacion
de investigaciones cubanos (Diosdado, 1997). genética de este cultivo (Vardiy Galun, 1989).

Las oligosacarinas, son elicitores polisacaridos, que Por esta razén nos propusimos como objetivo en este
producen un aumento en las células de |la actividad de la trabajo, evaluar la actividad PAL en protoplastos tratados
enzima PAL, que es la primera enzima de la via con PECTIMORF, como expresion del efecto de esta
fenilpropanoide, para la sintesis de fitoalexinas (Messiaen oligosacarina, en la induccion de la respuesta ante el
y Van Cutsem, 1994). estrés sufrido por los protoplastos durante su proceso de
' obtencion.

En los citricos, uno de nuestros principales renglones de

exportacién que tiene gran demanda internacional, este MATERIALES Y METODOS

compuesto ha sido efectivo para el desarrollo de embriones Se utilizarén hojas de ramas jévenes bien expandidas,
somaticos y en diferentes combinaciones con otras que fueron desinfectadas con una solucion de hipoclorito
fitohormonas, estimula la formacién de raices o de sodio 0.5% y Tween 80 0.1%, durante 20 minutos y
multiembriones (Redondo , 1995; Serrano, 1997). También sometidas a la accion de 2 mL de la mezcla enzimatica,
ha sido evaluada su acci6n en el cultivo de 6vulos, donde constituida por Manitol 0.6 M, Cloruro de Calcio (CaCl,)
ha mostrado resultados positivos siendo potenciado su 0.088 g/50 mL, Fosfato dibasico de sodio (NaH,PO,)
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0.0095 g/50 mL, Morfolinoetanosulfénico (MES) 0.059 g/
50mL y las enzimas, Celulasa R-S 1%, Macerosima R-
10 1% y Pectoliasa Y-23 0.2%.

Elmétodo utilizado para el aislamiento de los protoplastos,
fue el de filtracion-centrifugacion (Diosdado, 1997).

Los protoplastos obtenidos se cultivaron en medio
Murashige y Skoog,1962 (MS) con las concentraciones
correspondientes de PECTIMORF (Tabla ), durante 4, 8 y
12 horas.

Se prepararon los extractos en cada intervalo de tiempo
sefialado en la tabla | y se realizé la medicién de la actividad
enzimatica PAL segun el procedimiento expuesto por
Garbey (1997).

Para el andlisis estadistico se procedi6 primero a realizar
la Prueba de Normalidad por Kolmogorov-Smirnov ylade
homogeneidad de varianza, por la Prueba de Bartlett.

Los datos se procesaron mediante un ANOVA Bifactorial,
modelo de efectos fijos, donde se consideraron como
factores las concentraciones y el tiempo. Las medias se
compararon por la Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan.

Para todo el procesamiento estadistico se utiliz el
paquete estadistico de TONYSTAT (Sigarroa, 1985).

TABLAI
Tratamientos con PECTIMORF en protoplastos de
mesdfilo de naranjo agrio.

Tratamientos PECTIMORF mg/L | Horas
1 - 4
2 1 4
3 10 4
4 100 4
5 - 8
6 1 8
7 10 8
8 100 8
9 - 12
10 1 12
RESULTADOS Y DISCUSION

Al disefiar este experimento tomando en cuenta el estrés
que provoca en los protoplastos el tratamiento enzimatico
para su obtencién, se dispuso un periodo de reposo de 20
horas luego del aislamiento, para permitir que las células
superaran este estrés. Dicho procedimiento se basé en
lo expuesto por De Lorenzo et al.(1 987), los que
comprobaron el carécter transiente de la inducién de la
actividad PAL, en suspensiones celulares de Daucus
carota, al disminuir esta a los niveles basales luego de 20
horas de contacto entre las células y el elicitor. Resultados
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similares se han encontrado también en células de perejil
(Petroselinum hortense Hoffman), tratadas con un elicitor
proveniente de la pared celular de Phytophthora
megasperma (Cervone et al., 1986, citados por Garbey,
1997).

Sin embargo, a pesar de mantener los protoplastos durante
20 horas en medio de cultivo sin elicitor, se registro
actividad enzimatica en el control (Tabla I}, lo cual puede
estar dado porque en 20 horas no se hayan recuperado
aun del estrés provocado en el proceso de obtencién ,0
estos valores registrados pueden estar dados por las
concentraciones basales endégenas de actividad PAL en
estas células.

Al analizar la cinética de induccién de actividad PAL en el
control, se observa que el valor mas alto se registra a las
4 horas (primer tiempo de medicion luego de afiadido el
elicitor en los tratamientos restantes). Este valor disminuye
a las 8 horas y se mantiene constante luego de este
momento, de manera que a las 12 horas presenta el mismo
indice. Esto sugiere que el valor registrado a las 4 horas
es debido al estrés producto del tratamiento enzimatico,
que aun no ha sido superado por las células en el periodo
de 20 horas precedentes. Luego de 8 horas, el valor
registrado es el correspondiente a los niveles basales de
actividad enzimatica.

En el andlisis correspondiente al efecto de las diferentes
concentraciones del elicitor, el valor mayor de actividad
PAL fue registrado con PECTIMORF 10 mg/L en todos
los tiempos de medicion (Tabla Il). El registro mayor de
actividad enzimatica pertenece a las 8 horas, con las tres
concentraciones probadas.

TABLAII
Resultados de la Prueba de Duncan para la actividad PAL
inducida a los diferentes tiempos.

Tiempo (h) Media Sig.
pg/hr. ml de enz.
8 7.03 a
12 4.7443 b
4 4.629375 b
Sx=1.64"*

La cinética de induccion de actividad PAL, es similar para
las tres concentraciones probadas y estos resultados
coinciden con los publicados para suspensiones celulares
de Daucus carota frente a oligomeros de a-D-
galacturonidos (De Lorenzo et al., 1987). Este mismo
comportamiento fue observado por Garbey (1997) en callos
de Saccharum officcinarum L. por Valdés (1997) en
suspensiones celulares de vicaria y soya, tratados con
PECTIMORF y por Maule y Ride (1983) para
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Triticum aestivum infectada por Botrytis cinerea.

Los resultados de la actividad PAL en protoplastos del
mesofilo de las hojas de naranjo Agrio sugieren que la
induccién de PAL en protoplastos, se manifiesta mas
rapidamente que en los demas materiales vegetales. Esto
puede deberse a que las células en medio liquido estan
en contacto directo con el elicitor, lo que favorece una
respuesta mas rapida. En cambio, en medio sélido no
todas las células estan en contacto con el elicitor y esto
hace que en ellos la actividad PAL se induzca de manera
tardia (Diosdado, 1997); pero la causa fundamental de la
diferencia de esta actividad entre los protoplastos y las
suspensiones celulares (estando ambas en medio
liquido), es la ausencia de pared celular, lo que pone a los
protoplastos en contacto directo con el elicitor en su medio
de cultivo ya que solo poseen la membrana plasmatica y
la accion del elicitor es ain mas rapida en los protoplastos.
El maximo de actividad en suspensiones celulares de
vicaria y soya se alcanza a las 12 horas (Valdés, 1997)y
solo a las 24 horas es que los niveles de esta actividad se
acercan a los registrados a las 4 horas de nuestro trabajo;
en cambio en protoplastos de naranjo Agrio, el maximo
se alcanza a las 8 horas y a las 12 horas ya los valores
son semejantes al de las 4 horas, lo cual evidencia lo
antes expuesto.

CONCLUSIONES

- EIPECTIMORF mostré ser un elicitor eficaz de la actividad
PAL, en protoplastos del mesdéfilo de las hojas de Citrus
aurantium L. a todas las concentraciones probadas,
aunque la mayor elicitacion se logré con 10 mg/L a las 8
horas de contacto de los protoplastos con el elicitor.

- La cinética de elicitacion de actividad PAL en protoplastos
de Citrus aurantium L. fue calificada de transciente y mucho
mas rapida con respecto a otros materiales vegetales de
otros cultivos.
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