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RESUMEN

Las oligosacarinas forman un grupo de sustancias que producen cambios marcados en el crecimiento y el metabolismo de la célula, por lo que
son catalogadas como reguladores del proceso del crecimiento y la diferenciacién. Ademas, estan estrechamente ligadas a los mecanismos de
defensa de la planta contra el ataque de patogenos e insectos y elicitan grandes cantidades de fitoalexinas. En este trabajo se evalud el efecto
biolégico de la oligosacarina HM en callos y brotes obtenidos a partir de callos provenientes de una variedad de cafia de azticar Saccharum
officcinarum L. var. Cuba 87 — 51 mediante técnicas biotecnoldgicas, para o cual se evalué la elicitacion de las enzimas peroxidasa y
fenilalanina amonio liasa, en callos y brotes, ambos sistemas enziméticos son importantes, por ser de los primeros que se activan durante la
puesta en marcha de las estrategias de defensa de las plantas. También se evalud el numero y tamafio de los brotes. Para el procesamiento de
los datos se empled el paquete de programas TONYSTAT. El compuesto HM estimuld el incremento del tamafio de los brotes cultivados estimuld
la actividad de las enzimas peroxidasa y fenilalanina amonio liasa en callos y brotes.
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ABSTRACT

Oligosaccharins are a group of compound that produce marked changes in growing and metabolism of plant cells. They are catalogued as a new
group of plant growth regulators. Besides, they are very linked to plant defense mechanism against pathogens and pests, and they elicite large
cuantities of phytoalexins. In this paper we evaluated the biological effect of HM aligosaccharin on callus and shoots production obtained by
tissue culture technics from callus of sugar cane Saccharum officcinarum L. variety Cuba 87-51. We measured both variables: on callus and
shoots produced, the elicitation of peroxidase and phenylalanine ammonia-lyase enzyme activities, both of them very important because they are
the first enzymatic systems which are activated during the defense mechanism in plants. Data were processed through TONYSTAT Statistic
programs. The HM compound stimulated the increasing of shoot large and elicite the peroxidase and phenylalanine ammonia-lyase activities by
sugarcane callus and shoots.
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INTRODUCCION (Mader et al., 1980; Svalheim y Robertsen, 1990;
Las oligosacarinas son consideradas un nuevo grupo de Svalheim, 1994). De esta misma forma puede ser
reguladores del crecimiento, que se producen a partir de considerada la fenilalanina amonio liasa. Las dos enzimas
la degradacion de la pared celular de las plantas. Una vez son imprescindibles en la respuesta de la planta ante el

gue estas son liberadas, son capaces de controlar diversas ataque de patdgenos, en el proceso de formacién de
funciones relacionadas con el crecimiento, desarrollo, fitoalexinas (Dey y Harborne, 1997). De aqui su
organogénesis y defensa contra plagas y enfermedades importancia para conocer si estos procesos se activan

(Albersheim y Darvill, 1985; Aldington, 1991 ; Ryan y por la presencia de elicitores oligosacaridicos.
Farmer, 1991; Creelman y Mulet, 1997).
En estos uliimos afios nuestro equipo de trabajo ha dirigido

Hasta el momento son numerosas las evidencias sus investigaciones hacia la evaluacién de la actividad
experimentales acerca de la regulacion de procesos biologica de este nuevo grupo de sustancias
organogenéticos a través de la accion de estos biorreguladoras, sobre callos y/o brotes de algunas

compuestos y de la elicitacion de respuestas que tienen variedades de cafa de azlcar Saccharum officcinarum L.
que ver con la defensa de las plantas que incluyen la Se han realizado estudios de elicitacion de la actividad de

induccion de la actividad de algunas enzimas importantes las enzimas peroxidasas, polifenoloxidasas, fenilalanina
por el papel que juegan en el desarrollo vegetativo (Ridley amonio liasa, isoenzimas peroxidasas y se ha evaluado
etal., 2001). el crecimiento en longitud y el incremento en niimero de

los brotes. En cada caso se obtuvo un efecto positivo de
Las enzimas peroxidasas se han utilizado como los compuestos utilizados (Cabrera et al., 1995; Benitez,
marcadores bioquimicos de la induccidn de respuestas 1998; Gonzalez et al., 2000; Cabrera, 2000; Alvarez
defensivas de la planta mediada por oligogalacturénidos et al., 2001).
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Por tales motivos, en este trabajo se estudia la
caracterizacion de la actividad bioldgica de la oligosacarina
HM en los procesos de regeneracion de brotes obtenidos
por cultivo in vitro a partir de callos de cafia de aztcar
variedad C 87-51 y el estudio de la actividad de las enzimas
peroxidasa y fenilalanina aminio liasa en dichos brotes.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon callos de cafia de azucar Saccharum
officcinarum L. de la variedad Cuba 87— 51 obtenidos por
técnicas de cultivo in vitro en medio MS—1 (Murashige y
Skoog, 1962).

Medios de cultivo

Se emple6 el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con
dcido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 D) 3.0 mg/L, kinetina
1.0 mg/L y acido 3 indolacético (AIA) 1.0 mg/L (medio
MS-1) y el medio de regeneracion MS—2 con kinetina
1.0 mg/L y &cido 3 indolacético (AlA) 1.0 mg/L (Heinz et
al., 1977).

HM: Oligosacarina obtenida a partir de la hidrdlisis
enzimatica de una fraccién de hemicelulosa de cafa de
azucar soluble en KOH. Su caracterizacion parcial indica
que esta compuesta por oligosacaridos del tipo
arabinodilanos que tienen un grado de polimerizacién
menor que 10 ( Hernéndez, 1996).

Preparacion del extracto enzimdtico

Se prepard con muestras de brotes, pesados y macerados
con arena silice calidad reactivo en solucién tampén Tris-
HCI 0.01 N, pH=7.2 en frio. Luego fueron centrifugados
bajo un campo gravitacional de 1750 g durante 15 minutos
y finalmente se colectd el sobrenadante al cual se le
determind la actividad peroxidasa y fenilalanina amonio
liasa.

Determinacién de actividad enzimatica peroxidasa
La determinacion de la actividad enzimética peroxidasa
se realiz6 en cubetas de cuarzo de 1.0 cm, con un volumen
de reaccion de 1.565 mL conteniendo 1.5 mL de solucion
tampén Tris-HCI 0.01N, pH=7.2; guayacol 0.01 mg/mL:25
HL; perdxido de hidrégeno (H,0,) 30% 20 pL; agua
destilada 10 pL y 10uL del extracto. La variacién de la
densidad dptica fue medida a una longitud de onda de
470 nm, a intervalos de cinco segundos durante dos
minutos en un espectrofotometro Spekol Il (Gonzélez y
Garcia, 1989).

La actividad enzimatica fue expresada en (umoles de
guayacol oxidado/min.mLenz.).

Determinacion de actividad enzimatica fenilalanina
amonio liasa
La medicidn de la actividad enzimatica fenilalanina amonio
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liasa se realizé con un espectrofotémetro UV-visible al
cabo de una hora de comenzada la reaccién a una longitud
de onda de 290 nm, en cubetas de cuarzo de 1.0 cm yen
un volumen total de 6.25 mL. Para ello se utilizarcn 0.9
mL del sustrato L-fenilalanina , disuelto en buffer borato
0.1M, pH8.8 y 0.1mL del extracto preparado. La mezcla
fue incubada a una temperatura de 40°C durante una
hora. Posteriormente se procedi6 a detener la reaccién
afiadiendo HCI 5N 0.25 mL y agua destilada 5 mL
(Bolwell et al., 1985). La actividad enzimatica fue
expresada en (ug &cido cinamico/h.mLenz.).

Montaje del experimento

En el experimento con callos se desarrollaron 13
tratmientos con 6 réplicas y N=78. Se le afiadié al'medio
de cultivo MS-1 la oligosacarina HM a las concentracines
de 0.1, 1.0 y 5.0 mg/L en presencia y ausencia de la
kinetina a las 24, 48 y 72 horas. Se evalué la actividad
peroxidasa y fenilalanina amonio liasa en los callos.

En el experimento con brotes se desarrollaron 7
tratamientos con 6 réplicas y N=42. Se le afiadi6 al medio
de cultivo MS-2 |a oligosacarina HM a las concentraciones
0.1,1.0y 5.0 mg/L en presencia y ausencia de kinetina a
las 24, 48 y 72 horas.

Se determiné el nimero y tamafo de los brotes y se
realizé un estudio de la actividad enzimética peroxidasa y
fenilalanina amonio liasa en los brotes.

Andlisis biométrico

Para realizar el procesamiento estadistico de los datos
se comprobd ia normalidad por la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la homogeneidad de varianza por la prueba de
Bartlett.

Ambas variables: tamafio y nimeros de brotes, cumplieron
con las premisas anteriores por lo que se empled un
analisis de varianza de clasificacién simple modelo de
efectos fijos y para comparar las medias, la prueba de
Rangos Muiltiples de Duncan (Sigarroa, 1985). El resto de
las variables fueron procesadas mediante métodos no
parametricos mediante la prueba de Kruskal-Wallis y para
comparar rangos, la prueba de Student-Newman-Keuls.

En ambos casos se empleé el paquete de programas
TONYSTAT.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla | se presentan los resultados del efecto de la
HM sobre la induccion de actividad peroxidasa en callos
de caria de azUcar variedad C 87-51.

Los rangos muestrales de la variable actividad enzimatica
peroxidasa para dicha oligoscarina en callos de la variedad
de cafia de azucar C 87-51, resultaron significativamente
diferentes incluyendo a los controles.
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Tomando en cuenta las tres concentraciones del
oligosacarido en los tres tiempos, se puede comprobar
que a las 24h la HM a 0.1 mg/L indujo practicamente la
misma cantidad de actividad enzimatica que los
tratamientos 2, 4 y 5, a una concentracién de 1.0 mg/L
disminuyé dicha actividad y a 10.0mg/L se activé
excediendo los valores de dichos controles.

A las 48 h la concentracion de 0.1 y 1.0 mg/L tuvieron
valores por debajo del control; sin embargo a 10.0 mg/L
se incremento este valor, excediendo también al control.

Los valores méas elevados correspondieron a la
concentracion de 5.0 mg/L a las 24 y 48 horas (h), éstos
sobrepasaron a los respectivos controles. A las 72 h y
5.0 mg/L la actividad peroxidasa resulté menor que los
dos tratamientos anteriores, pero a su vez fue mayor que
su control ( Trat. 4).

Es decir, la actividad de esta enzima fue inducida por la
oligosacarina HM a una concentracion 0.1 mg/L, se obtuvo
la mayor actividad a las 24 horas pero disminuy6 en los
otros dos tiempos. A una concentracion de 1.0 mg/L ocurrid
la misma tendencia. Sin embargo, a 5.0 mg/L la actividad
que se obtuvo a las 24 h se mantuvo a las 48 h, pero
tendio a disminuir a las 72 h, aunque fueron las mas altas,
sin kinetina en el medio de cultivo.

Esto demostré6 que la actividad de la enzima peroxidasa
en los callos de la variedad de cafia de aztcar C 87-51
tratados con la HM, se incrementd con la mayor

concentracion de dicha oligosacarina, pero disminuy6 a
las 72 h.

Al hacer un andlisis de los resultados se observé una
respuesta diferencial en cuanto a actividad, que
experimento la enzima peroxidasa ante la oligosacarina
en estudio HM (Gonzalez et al., 2000) y el oligopectato
Pectimorf utilizado por Benitez (1998) si se tiene en cuenta
que el efecto de ambos fue evaluado en callos de la misma
variedad de cafia de azlcar C 87-51 y en las mismas
condiciones, es decir, se hizo uso del mismo disefio
experiemental.

Con el Pectimorf ocurrié una induccién de actividad
peroxidasa en el tiempo, pero fue inversamente proporcional
a la concentracion del oligopectato en el medio de cultivo.

Se hace necesario sefialar que la HM es una oligosacarina
obtenida a partir de hemicelulosas del tallo de cafia de
azlcary que cuenta con un grado de polimerizacion menor
que diez (DP < 10). Por otra parte el Pectimorf proviene
de las paredes celulares de la corteza de citricos y su
grado de polimerizacién se encuentra entre doce y catorce
(DP 12 — 14), condiciones para presentar una actividad
bioldgica (Ridley et al., 2001).

Sin embargo, a pesar de que la HM proviene de la cafia
de azucar y el Pectimorf de citricos, este ultimo resulté
ser mas activo en callos y brotes de cafa de azticar que
el primero, pues a 0.1 mg/L fue capaz de incrementar la
actividad de la enzima, mientas que la HM necesité una

TABLAI
Efecto del oligopectato HM en la actividad peroxidasa (PER) y fenilalanina amonio liasa (PAL) de callos de cafia de
azlcar (H: Estadigrafo de Kruskal-Wallis y resultados SNK). Las letras iguales no son significativamente diferentes

(p<0.05*; p<0.01**)

TRAT Kinetin HM Tiempo PER PAL
(0.1 mg/L) (mg/L) (horas)
1 + - 0 262.0c 90.0 b
2 + - 24 259.0 ¢ 440 ¢
3 + - 48 3050 b 435 ¢
4 + - 72 243.5 ¢ 81.0b
5 - 0.1 24 280.0 ¢ 114.0 a
6 - + 48 1545 e 55.0d
7 + 72 85.0f 945 b
8 - 1.0 24 183.5 d 435 e
9 - + 48 1475 e 69.5 ¢
10 - + 72 121.0 e 36.0 e
11 - 5.0 24 3595 a 40.0 e
12 - + 48 356.5 a 64.5¢c
13 - + 72 3245 b 35.0e
H: 32.11 H: 25.36
n=6 n=6

139



Gonzdlez S et al: Eventos morfogenéticos y enzimaticos

concentracion de 5.0 mg/L. El efecto desigual que ejercen
ambas oligosacarinas se debe en primer lugar a una
estructura diferente. Pueden existir diferencias entre las
dos orientaciones (alfa o beta) que puede adoptar el enlace
glucosidico entre los azlcares que forman los
monosacaridos que constituyen a su vez a las
oligosacarinas. Segun Darvill y Albersheim (1985) aunque
la diferencia entre ambos tipos de enlace pueda parecer
pequena, dos azucares iguales dan lugar a disacaridos
radicalmente distintos seguin estén unidos por un enlace
de un tipo u otro.

Por otra parte Aldington et al. (1991) afirman que los
oligogalacturénidos con un grado de polimerizacién (DP)
entre 12 y 14 son considerados los mas activos. Esto
pudiera explicar ademas que la oligosacarina HM con DP
< 10 sea menos activa que el oligopectato Pectimorf con
DP entre 12 y 14. (Ridley et al., 2001).

En la tabla | se presentan los resultados obtenidos al
evaluar la actividad fenilalanina amonio liasa en callos de
cafna de azticar tratados con HM. Se obtuvo diferencias
significativas al aplicar el analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis.

Los tratamientos donde se evalud la actividad de la enzima
fenilalanina amonio liasa en callos de la variedad de cafa
de azucar C 87-51 resultaron estadisticamente diferentes.

Los controles usados en el experimento presentaron
diferencias significativas entre ellos al igual que el resto
de los tratamientos. Las diferencias significativas ente los
tratamientos indican que la HM fue capaz de inducir la
actividad de la enzima.

Cuando se hace un andlisis para cada uno de los
tratamientos sin kinetina y las tres concentraciones de la
oligosacarina, se obtiene que a las 24 h de estar las células
en contacto con el medio que la contiene a una
concentracion de 0.1 mg/L, se indujo el maximo de
actividad enzimatica. Esta fue menor a las 48 h y se
incremento a las 72 h, pero con un valor inferior al de las
24 h.

A una concentracién de 1.0 mg/L a las 24 h los valores de
actividad fenilalanina amonio liasa no sobrepasaron a su
respectivo control (C 24 h ), a las 48 h si se sobrepasé el
valor de su control, pero a las 72 h disminuyd por debajo
del control a las 72 h.

A 5.0 mg/L ocurre exactamente lo mismo que para la
concentracion de 1.0 mg/L.

En los tratamientos donde la concentracién de la
oligosacarina es de 1.0y 5.0 mg/L a las 24 h, la actividad
fenilalanina amonio liasa presentd un comportamiento
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similar al experimentado por peroxidasas frente a otros
elicitores evaluados por otros autores. Garbey (1997) al
estudiar el efecto del Pectimorf sobre callos de la variedad
de cafa de azUcar C 87-51, encontrd que a las 24 h de
estar en contacto el material biolégico con el oligopectato,

no habfa ningun tratamiento que superara el valor de
actividad peroxidasa obtenido para el control.

Segun Soriano-Richard (1998) el elicitor requiere de un
tiempo para inducir la sintesis u acumulacién de la enzima
para lograr superar los niveles existentes en el control.
Esta sintesis viene activada directamente por fitoalexinas
inducidas a su vez por el elicitor.

A las 48 h, para ambas concentraciones se registré el
maximo valor de actividad el cual disminuyé a las 72 h
incluso por debajo de su control. En estos dos casos
estamos en presencia de una cinética transiente de la
enzima fenilalanina amonio liasa, la que no se comporta
de igual manera durante todo el experimento.

La mayor actividad de esta enzima ante la presencia de
la oligosacarina HM en el medio de cultivo, correspondié
a la concentracién de 0.1 mg/L a las 24 y 72 horas de
iniciado el tratamiento, aunque en este uitlmo periodo de
tiempo en menor proporcién.

Como los resultados obtenidos difieren para cada
tratamiento se torna dificil establecer una cinética general
de la enzima para estos como lo hicieran De Lorenzo et
al. (1987) en suspensiones celulares de Daucus carota.
Dichos resultados permitieron caracterizar la actividad de
la fenilalanina amonio liasa como transiente, ya que los
valores después de alcanzar un maximo de actividad a
las 20 horas disminuyeron a un nivel basal a las 50 horas.

En este experimento, una parte de los tratamientos se
caracterizaron por tener una cinética transiente de la
enzima fenilalanina amonio liasa, el resto no se comporté
de tal forma, es decir, en el primer intervalo de tiempo se
obtuvo un méaximo de actividad de la enzima que disminuyé
en el segundo intervalo y ya en el tercero volvié a
incrementarse aungue no a valores tan elevados como en
el primer caso.

Estas diferencias, dentro de un mismo experimento,
pudieron deberse a la forma en que fueron tratados los
callos, pues no todas las células se encontraban en
contacto directo con el medio, en el cual estuvo presente
el elicitor a una determinada concentracion y de hecho la
actividad de la enzima pudo verse afectada.

No ocurre asi en las suspensiones celulares, donde las
células en principio se desagregan y se encuentran en
condiciones mas homogéneas, todas pueden estar en
contacto directo con el elicitor que forma parte de un medio
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liquido, entonces la enzima desarrolla una actividad que
responde a una misma cinética.

Al analizar comparativamente el efecto de la oligosacarina
HM y el oligopectato Pectimorf en cuanto a la induccién
de fenilalanina amonio liasa en callos de cafa de azucar,
como se hizo para las peroxidasas,.se obtuvo que
mientras que la HM indujo la mayor actividad de esta
enzima a la menor concentracion (resultado inverso a las
peroxidasas), con el Pectimorf se obtienen dos efectos
diferentes. Segun Garbey (1997) el efecto del oligopectato
coincide esta vez con la oligosacarina en estudio, la
actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa se
incrementa a la menor concentracién utilizada. Sin
embargo, Benitez (1998) encontrd que en estas mismas
condiciones el Pectimorf indujo un maximo de actividad
de la enzima a la mayor concentracion.

Tanto la HM como el Pectimorf fueron capaces de estimular
un incremento de actividad de la enzima fenilalanina
amonio liasa a la menor concentracion en ausencia de
kinetina, pudiera pensarse que existe una contradiccion
en el efecto de ambos cuando se analizan las peroxidasas,
pero en realidad las diferentes enzimas que se inducen
no tienen por qué responder de una misma forma ante
diferentes concentraciones del inductor ni desarrollar la
misma cinética de induccién.

En la tabla Il se relacionan los resultados del analisis
estadistico para el tamafo y el nimero de los brotes.

El producto de la prueba estadistica aplicada revela la
accién de la oligosacarina HM sobre la organogénesis de
los callos, o sea la formacion de brotes y el crecimiento
en longitud de éstos. El ANOVA de clasificacion simple
aplicado a las 2 variables seleccionadas arrojo diferentes
resultados en ambos casos.

Al hacer el analisis del nimero de brotes, se encontré
gue no existian diferencias significativas entre los
tratamientos, incluyendo al control. De esta misma forma
respondio dicha variable frente al Pectimorf oligosacarina
producida a partir de la degradacion de las pectinas de
frutos de citricos (Cabrera et al., 1995; Cabrera, 2000).

Es de sefialar que en los tratamientos 5, 6 y 7 se obtuvo
una respuesta de induccion de brotes similar al control y
esto es un resultado positivo si se tiene en cuenta que en
el control esta presente la kinetina y en dichas variantes
este compuesto se sustituye por la oligosacarina HM. La
ausencia de la citoquinina no afecto la respuesta de estos
tratamientos en cuanto a la formacién de nuevos brotes.
Con las concentraciones probadas para la combinacién
citoquinina-oligosacarina y oligosacarina en ausencia de
la citoquinina no se obtiene un buen efecto en la formacion
de nuevos brotes.

Este regulador del crecimiento pudo provocar una
estimulacion en la diferenciacion celular al ser afiadido en
el medio donde se cultivaron los callos a partir de los
cuales crecieron los brotes, es decir, éste estimuld la
diferenciacion de las células que pudieron completar su
ciclo de division.

En cuanto a la variable tamafio de brotes, el ANOVA refleja
diferencias significativas entre tratamientos y control (Tabla
)}

Tanto los tratamientos, donde existe la combinacion
citoquinina-oligosacarina, como en los que se afiadié solo
la HM se obtuvo una respuesta positiva de morfogénesis.

Merece atencién especial el blogue de tratamientos (5, 6
y 7) en los que esta ausente la fitohormona tradicional
kinetina y donde el material biologico se desarroll6 bajo la
influencia de la oligosacarina HM en estudio.

TABLAII
Efecto de la oligosacarina HM sobre la regeneracion de brotes obtenidos a parir de callos de caia de azlcar de la
variedad C 87-51. Resultados del ANOVA de clasificacion simple (Letras iguales no difieren entre si). Medio MS-2 con

concentraciones combinadas de kinetina y HM.

Tratamientos Kinetina HM Regeneracion de brotes
(mg/L) (mg/L) Ndmero de Brotes x Callo Tamafio
{mm)

1 1.0 - 1.176 1.323 ab

2 1.0 0.1 1.126 1.21 b

3 1.0 1.0 1.190 1205 b

4 1.0 5.0 1.066 1374 a

5 = 0.1 0.953 1.42 a

6 - 1.0 0.995 1198 b

7 - 5.0 0.989 1.305 ab
F=2.037 (ns) F=5.212 ***
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La mejor respuesta en el desarrollo de los brotes ocurre
cuando la HM esté a una concentracion de 0.1 mg/L en
el medio de cultivo. A 1.0 mg/L disminuye un poco hasta
igualarse al control, pero a 5.0 mg/L vuelve a
incrementarse.

De estos resultados se puede inferir gue a pesar de la
importancia que reviste la presencia de kinetina en el medio
de cultivo para la induccion y el crecimiento de los brotes,
la HM por sf sola fue capaz de impulsar el incremento del
tamafio de los brotes de tal forma que superd los
tratamientos donde la oligosacarina y kinetina aparecian
en concentraciones combinatorias. Es por ello que se
puede afirmar que este nuevo compuesto puede sustituir
el papel de la kinetina en Ia regeneracion y crecimiento
de los brotes. Segtn Albersheim y Darvill (1985) las
oligosacarinas regulan los procesos de morfogénesis en
los tejidos vegetales. ~

Al observar el bloque de tratamientos ( 2, 3 y 4) que se
refieren a la combinacion oligosacarina-citoquinina, se noté
que el tratamiento 4 (kinetina 1.0 mg/L y HM 5.0 mg/L) se
destaca por encima del resto, de tal manera que no
presentd estadisticamente diferencias significativas con
respecto al tratamiento 2 (HM 0.1 mg/L) y de hecho
presentd un valor por encima del control. Los tratamientos
3y 4 no presentan diferencias significativas con el control.

El producto de la combinacién de kinetina con la
oligosacarina HM a la mayor concentracién que se
establecio para el experimento nos lleva a pensar gue
justamente para estas condiciones ocurre una aditividad
de efectos entre ambos que se caracteriza por ser la més
positiva.

Es importante comentar que para la variable tamafio de
los brotes tanto la oligosacarina HM como el oligopectato
Pectimorf evaluado por Benitez (1998) inducen una
respuesta significativa a la menor concentracién
(0.1 mg/L) en ausencia de la citoquinina. Esto reafirma la
posibilidad que tienen las oligosacarinas estudiadas y en
estudio, de desempefar el importante papel de las
citoquininas en la regulacion de procesos morfogenéticos
in vitro.

Quizas la concentracion de la oligosacarina HM 0.1 mg/L
sea la optima a la que estos reguladores inducen
respuestas positivas, no obstante se hace necesario
experimentar con concentraciones menores y por tanto
mas economicas.

En la figura 1 se puede apreciar el efecto biolégico de la
oligosacarina HM sobre la regeneracion de brotes a partir
de callos cultivados en medio que lo contenian, donde se
evidencia el papel desempefado por la oligosacarina en
la regulacion del crecimiento y la morfogénesis.
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Fig. 1. Experimento de regeneracién de brotes in vitro a partir de
callos de la variedad de cafia de azicar C 87-51 en presencia de
diferentes concentraciones de la oligosacarina HM. C: control, F:
medio sin kinetina; concentraciones de HM: I: 0.1 mg/L, Il: 1.0 mg/L, 1l
5.0 mg/L.

Actividad enzimética peroxidasa en brotes

La actividad peroxidasa en brotes obtenidos a partir de
callos de cafia de azlicar, variedad C 87-51, en presencia
de la oligosacarina HM mostré diferencias significativas
entre los tratamientos (Fig. 2).

Al observar la actividad de esta enzima, se pudo apreciar
que la mejor respuesta de los callos se localiza en los
tratamientos 5 y 6 en los que la HM ejerce su accién en
ausencia de la kinetina, e incluso se logran valores por
encima del control.

Al examinar el bloque de tratamientos 2, 3 y 4, en los
cuales aparecen combinados la HM y la kinetina a
determinadas concentraciones, se puede ver que el
tratamiento 4 en el que se encuentra el compuesto en
estudio a la concentracién de 5.0 mg/L y la kinetina a 1.0
mg/L, no muestra diferencias significativas con respecto
a los que prueban a la HM en ausencia de la citoquinina.

Resulta interesante que el efecto de la HM en la induccion
de actividad enzimética peroxidasa en brotes coincide con
el logrado en uno de los procesos morfogenéticos
investigados en el epigrafe anterior.

En ambos experimentos la HM por si sola es capaz de
lograr los mayores valores sin que sea imprescindible la
presencia de kinetina para lograrlo.

Estas evidencias permiten plantear que la oligosacarina
HM es capaz de regular procesos morfogenéticos y
regular actividades enzimaticas como la de peroxidasas.

El hecho de que el tratamiento con laHM 5.0 mg/Ly la
kinetina 1.0 mg/L sea estadisticamente igual a los
tratamientos donde la HM esta sola, puede tener relacién
con la probabilidad que las concentraciones de uno y otro
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sean Optimas para que ocurra una similitud de efectos
entre oligosacarina y kinetina de manera que se alcance
tal nivel.

Del estudio de los tratamientos 2 y 3 para los cuales la
actividad peroxidasa quedo por debajo del control, se puede
inferir que quizas las combinaciones usadas en lo gue a
actividad enzimatica se trata, presentaron un cierto
antagonismo que impidié mejores efectos. Este
antagonismo entre oligosacarina y citoquinina no se ha
descrito en la literatura; Bellincampi et al, (1996) lo
plantearon entre oligogalacturénidos y auxina, al estudiar
la rizogénesis en plantas de tabaco trasformadas
encontraron que los oligogalacturdnidos fueron capaces
de inhibir la formacion de raices en explantes de hojas
transgénicas mediada por un gen denominado rolB y la
expresion de éste, inducida por la auxina.

Aunque HM siguié un comportamiento tipo citoquinina no
se puede descartar que en otras condiciones sea capaz
de promover otro tipo de respuesta en presencia de la
kinetina.

Actividad enzimatica fenilalanina amonio liasa en
brotes.

Al evaluar la actividad de la enzima fenilalanina amonio
liasa de los brotes obtenidos in vitro en presencia de la
oligosacarina HM, se registraron valores muy por encima
del valor de actividad encontrado en el control y por tanto
con diferencias significativas entre ellos (Fig. 3).

El comportamiento de la fenilalanina amonio liasa se
asemeja al de la enzima peroxidasa ante las mismas
condiciones en experimentos anteriores, es decir, la
mayor actividad fenilalanina amonio liasa se localiza en
los tratamientos en los que la oligosacarina no se combina
con la kinetina.

Las tres concentraciones de la oligosacarina HM que se
incorporaron al medio donde se cultivaron los callos
resultaron efectivas, la enzima mantuvo valores altos de
actividad. Esto constituye una prueba mas de la efectividad
de la oligosacarina.

Se han obtenido evidencias de incrementos de fenilalanina
amonio liasa por varias causas, entre ellas; De Lorenzo
et al, (1987) observaron un incremento en los niveles de la
enzima posterior a la infeccién microbiana y tratamientos
con elicitores presentes en las paredes celulares de
hongos y filtrados de cultivo. En nuestro caso se evidencia
un incremento de la actividad de dicha enzima por
fragmentos pécticos provenientes de las paredes celulares
de cafia de azucar. Segun Nothnangel (1983) los
fragmentos pécticos (alfa-D galacturénidos) también
indujeron actividad enzimatica fenilalanina amonio liasa.

El analisis de los tratamientos con kinetina y
concentraciones 0.1, 1.0y 5.0 mg/L HM muestra que la
combinacion que corresponde a 0.1 mg/L HMy 1.0 mg/L
de kinetina, no es estadisticamente diferente a los
maximos valores reportados para 0.1, 1.0 y 5.0 mg/L HM
sin kinetina. Ademas los 2 tratamientos con kinetina y
1.0 y 5.0 mg/L HM se ubicaron por encima del control
aunque por debajo del resto. Por tanto, oligosacarina y
kinetina juntas son capaces de generar un incremento de
la actividad de esta enzima, con mayor éxito a la menor
concentracion de la oligosacarina.

Es notable, al hacer referencia a las combinaciones entre
oligosacarina y citoquinina, como no existe un mismo
efecto de éstos para las dos enzimas en estudio. Por
ejemplo, cuando se analizé la actividad peroxidasa en
brotes, se obtuvo que las concentraciones de HM y
kinetina més efectivas fueron 5.0 mg/L y 1.0 mg/L
respectivamente.

Benitez (1998) cuando estudi¢ el efecto del oligopectato
Pectimorf bajo las mismas condiciones experimentales
usadas en este estudio, encontré para la actividad
peroxidasa en hojas, que la combinacién mas eficiente
fue la de 1.0 mg/L de kinetina y 10.0 mg/L de Pectimorf
y en cuanto a la enzima fenilalanina amonio liasa, la
concentracion de 1.0 mg/L para ambas.

Al hacer este mismo andlisis para aquellos tratamientos
que corresponden a concentraciones exclusivas de la
oligosacarina, en nuestra investigacion se obtuvo que
ambas actividades enzimaticas responden de igual
manera; se obtienen altos valores estadisticamente sin
diferencias frente a las tres concentraciones de la HM, es
decir, que las concentraciones evaluadas tienen la misma
capacidad de promover un incremento de las actividades
de las enzimas peroxidasas y fenilalanina amonio liasa.
Por lo que se hace necesario probar concentraciones
menores en pos de encontrar la mas efectiva pero la mas
econdmica también.

Por otra parte el Pectimorf induce la mayor actividad
peroxidasa en brotes a la concentracion de 0.1 mgl/L,
mientras que la FENILALANINA AMONIO LIASA no logra
incrementar su actividad por encima del control a ninguna
de las tres concentraciones probadas del oligopectato
(Benitez, 1998).

La oligosacarina HM estimulé el incremento del tamafio
de los brotes obtenidos a partir de callos en medio de
cultivo en presencia de diferentes concentraciones de
ésta y describié un comportamiento tipo citoguinina.

Se evidencia que la oligosacarina HM ha desarrollado un
efecto positivo en cuanto a induccién de actividad
peroxidasa y fenilalanina amonio liasa en brotes
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Fig. 2. Actividad de la enzima fenllalamna amonio liasa en brotes de la vanedad de cana de azlcar C 87 51 cultlvados en medlo MS-2, en
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Fig. 3. Actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa en brotes de la variedad de cafia de aziicar C 87-51 cultivados en medio MS-2, en
presencia de diferentes concentraciones de la oligosacarina HM. (1: Control; 2: KIN, 0.1 HM; 3: KIN, 1.0 HM; 4: KIN, 5.0 HM: 5: 0.1 HM: 6: 1. 0 HM;
7: 5.0 HM. ( concentraciones de HM en mg/L) H=20.30***, n=6. (Letras iguales no difieran entra i)

provenientes de callos cultivados en medio MS-2 y dicho
efecto resulté elevado a las tres concentraciones utilizadas.
Cuando se compara la HM y el Pectimorf evaluados en
las mismas condiciones, el primer regulador mostré ser
mas activo (Gonzélez et al., 2000).

Esta es la primera evidencia que se tiene de la actividad
bioldgica de esta oligosacarina probada lo que hace a
estos resultados novedosos y constituyen el punto de
partida para investigaciones futuras.
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Es importante tener presente que el efecto de las
oligosacarinas en cafa de azlcar in vitro ha sido poco
estudiado a nivel mundial en general, por lo que no existe
una disponibilidad de literatura de referencia, de ahi la
importancia y necesidad de estos estudios, con vistas a
la incorporacion de dichos compuestos en los medios de
cultivo, sustituyendo fitohormonas las cuales son mucho
mas caras que el compuesto en estudio y para tratar de
lograr un mayor vigor y tamarfio en las vitroplantas que se
obtengan.
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