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RESUMEN

En Cuba se trabaja en la produccidn de nuevas fitohormonas no
tradicionales de origen sintético a partir de materias primas nacionales, entre
las cuales el Pectimorf (mezcla de oligogalacturonidos), ha demostrado ser un
efectivo biorregulador de la morfogénesis y las respuestas de defensas en
plantas obtenidas in vitro. Actualmente, se continuan estudiando nuevos
productos (como Xiloglucanos) para determinar su efecto sobre las plantas,
ante diversos factores bioticos y abidticos. El presente trabajo tuvo como
objetivo la evaluacién del Pectimorf y Xiloglucanos, obtenidos por el Laboratorio
de Productos Naturales del INCA, sobre la germinacion en semillas de tabaco
(Nicotiana tabacum L. Var. H-2000). Las comparaciones se realizaron en
semillas procedentes de la finalizada campana 2002-2003 y en semillas que
estaban almacenadas desde el afio 2000. Las mismas fueron embebidas en
cada producto en dos tiempos (5 y 21 horas) y se evaluaron cuatro
concentraciones de cada uno (0.5, 1, 10 y 100 mg/L). Como controles se
utilizaron el acido giberélico (AG3) 0.15 g/L, agua destilada y semillas sin tratar.
A los siete dias se determiné la Energia de Germinacién y a los 15 el
Porcentaje de Germinacion. Los resultados mostraron que no existen
diferencias significativas entre los tiempos de exposicidon a los productos
evaluados, ni en los porcentajes de germinacion obtenidos con cada uno. Sin
embargo, existieron diferencias cualitativas evidentes en el desarrollo
morfogenético entre las semillas tratadas con Pectimorf, siendo mas efectiva la
concentracion de 10 mg/L, que con los Xiloglucanos. Para ambos productos la
concentracion de 100 mg/L tuvo un efecto inhibitorio sobre la germinacion vy el
desarrollo vegetativo.

INTRODUCCION

En las plantas se producen diversos compuestos organicos, algunos de los
cuales presentan actividad biolégica a muy bajas concentraciones, capaces de
alterar los procesos del desarrollo (Creelman y Mullet, 1997). Estos
compuestos son conocidos como: fitohormonas o reguladores del crecimiento.



En la actualidad se conocen cinco tipos de fitohormonas principales,
también denominadas tradicionales, que son: auxinas, citoquininas, giberelinas,
acido ascorbico y etileno (Smith y Word, 1996). Adicionalmente, se han
identificado otras clases de moléculas con propiedades reguladoras, las cuales
se han agrupado bajo el término de fitohormonas no tradicionales, entre las que
se encuentran los brasinoesteroides, el acido salicilico y las oligosacarinas.

Las oligosacarinas son oligosacaridos solubles, los cuales se producen por
la degradacion parcial de los polimeros que integran la pared celular (Barceld
et al; 1988). Estas presentan la caracteristica de elicitar mecanismos de
defensa propios de las plantas y/o actuar modificando los procesos de
crecimiento y desarrollo de los mismos (Aldigton et al; 1991).

Dentro del gran grupo que forman las oligosacarinas podemos destacar los
productos de la degradacién de las pectinas constituyentes de la pared celular,
las cuales se denominan Oligogalacturéonidos u Oligopectatos. Estas sustancias
se encuentran formadas por una cadena lineal de moléculas de acido
galacturénido, unidos por enlaces a-(1-4). El grado de polimerizacion de las
moléculas dependera del numero de residuos de D-galacturonanos que
presente la misma (Liners et al.; 1992).

Los Oligogalacturénidos provocan una gran variedad de efectos en las
plantas, en las que ejercen su accion a nivel del nucleo celular (Gonzalez et al.;
2000). Los diferentes resultados encontrados sobre la accion biolégica de estas
sustancias dependen, fundamentalmente, de la concentracion de trabajo, el
grado de polimerizacién y el balance fitohormonal presente en el medio de
cultivo (Eberhard et al.; 1989).

En Cuba se trabaja en la produccién de nuevas fitohormonas no
tradicionales de origen sintético, entre las que se encuentra el Pectimorf, el cual
es un oligopectato de grado de polimerizacion mayor que 12 (DP>12), obtenido
por el Laboratorio de Oligosacarinas del Departamento de Fisiologia Vegetal,
perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA, San José de
las Lajas, Cuba). El principio activo del Pectimorf es una mezcla de
oligosacaridos de origen péctico (Patente No. 1998/171") que son reguladores
endogenos del desarrollo y la morfogénesis de las plantas (Cabrera et al.;
1998). Este producto ha demostrado que 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 (Cabrera, 2000). De
esta manera, el producto ha sido evaluado en el cultivo in vitro de platano,
citricos, tabaco, cafeto, entre otros.

Actualmente, el Laboratorio de Oligosacarinas del INCA continua trabajando
en la busqueda de nuevos productos de origen natural (como Xiloglucanos) con
propiedades biorreguladoras, en los cuales aun es preciso determinar su efecto
sobre las plantas ante diversos factores bioticos y abidticos.

! Patente titulada: Procedimiento de obtenciéon de una mezcla de Oligosacaridos; otorgada al Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas. Concedida por Resolucion No. 155/2003.



Por otra parte, el cultivo del tabaco (Nicotiana tabacum L.) resulta de gran
interés para la evaluacion de estos biorreguladores, pues el mismo ha sido
ampliamente usado como modelo en estudios fisioldgicos y bioquimicos
(Greiner et al.; 2000), de genética molecular basica (Zhang et al.; 1998), entre
otros. Por tal motivo, el presente trabajo tuvo como objetivo la evaluacion del
Pectimorf y Xiloglucanos, obtenidos por el Laboratorio de Productos Naturales
del INCA, sobre la germinacion de semillas de tabaco (Nicotiana tabacum L.
Var. H-2000).

MATERIALES Y METODOS.
= Material Vegetal.

Se emplearon semillas botanicas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) de la
variedad H-2000, procedentes del Instituto de Investigaciones del Tabaco (IIT,
San Antonio de los Bafos, Cuba). De dicha variedad se evaluaron dos lotes de
semillas: el primero obtenido durante la campafia 1999-2000 y que estaban
conservadas a 4°C desde esa fecha (se denominaron Semillas Viejas); y el
segundo correspondio a la recién concluida campafia 2002-2003 (Semillas
Nuevas).

= Evaluacion de Pectimorf y Xiloglucanos.

Para evaluar el efecto del Pectimorf y los Xiloglucanos (procedentes del
Departamento de Fisiologia Vegetal, INCA, San José de las Lajas, Cuba) sobre
la germinacion de las semillas, se establecieron 10 tratamientos para cada lote
a estudiar (Tabla 1).

Tabla 1: Composicion de los 10 tratamientos evaluados para determinar el efecto
sobre la germinacion de semillas de tabaco de la variedad H-2000 de diferentes
concentraciones de Pectimorf y Xiloglucanos.

TRATAMIENTO' | BIORREGULADOR | CONCENTRACION (mg/L)

1 Pectimorf 0.5

2 “ 1

3 “ 10

4 “ 100

5 Xiloglucanos 0.5

6 “ 1

7 “ 10

8 “ 100

CONTROLES

9 Giberelina 0.15g/L
10 Agua destilada -

'Como cada tratamiento se aplicé a los dos lotes de semilla evaluados, fueron un
total de 20 tratamientos.

= Germinacion de semillas.



Las semillas fueron embebidas en cada solucién de trabajo (tratamientos del
1-10, tabla 1) por dos periodos de tiempo (5 y 21 horas), luego de los cuales se
lavaron con agua destilada. Se tomaron 100 semillas para cada unote estos
tratamientos, se colocaron en placas petri sobre papel de filtro, previamente
humedecido con agua destilada, y se mantuvieron en luz artificial continua.

A los siete dias posteriores se determiné la Energia Germinativa y a los 15
dias el Porcentaje de Germinacion, en ambos casos mediante el conteo del
numero de semillas germinadas por tratamiento. Los resultados obtenidos se
compararon desde el punto de vista cuantitativo y cualitativo. El analisis
cuantitativo (porcentaje) se realizO mediante una prueba de Kolmogorov —
Smirnov (Sigarroa, 1985), para determinar las posibles diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados para p < 0.05. Desde el punto de vista
cualitativo, se establecié una escala de rangos de 0-7, que nos permitio evaluar
el desarrollo de raices, hojas y vigor de las plantas.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos al determinar la Energia Germinativa y el
Porcentaje de Germinacion, desde el punto de vista cuantitativo, se muestran
en la tabla 2. El Porcentaje de Germinacién nunca fue del 100%, el cual se
comportd, de manera general, entre 63 y 81% para la semilla vieja y entre 83y
91% para la nueva.

En la tabla 2 se puede apreciar, que con el empleo del Pectimorf y los
Xiloglucanos a la concentracion de 100 mg/L, ambos productos tuvieron un
efecto inhibitorio sobre la germinacion, lo cual fue mas evidente a las 5 horas
de exposicion, fundamentalmente en semillas viejas y mas marcada con los
Xiloglucanos. La mejor respuesta con el Pectimorf como estimulante de la
germinacion, se obtuvo a la concentracién de 10 mg/L y para los Xiloglucanosa
alade 0.5 mg/L.

Al comparar los porcentajes mediante la Prueba de Kolmogorov-Smirnov
(Sigarroa, 1985) se obtuvo, que no existieron diferencias significativas entre
ninguno de los tratamientos evaluados, ya sea con respecto a los controles,
para un mismo producto a diferentes tiempos, ni entre las concentraciones de
un mismo producto. Esto evidencid, que estos biorreguladores no tuvieron un
efecto significativo sobre la germinacién de las semillas de tabaco, sin
embargo, este si fue marcado desde el punto de vista morfogenético, en el cual
se evidenciaron diferencias en la intensidad de la coloracién de los explantes y
de su vigor.

Tabla 2: Resultados de la Energia Germinativa y del Porcentaje de Germinacion en
semillas de tabaco de la variedad H-2000, al evaluar diferentes concentraciones de
Pectimorf y Xiloglucanos en dos tiempos de exposicion al producto.

Energia Germinativa (%) Porcentaje de Germinacion (%)

Lote de Tratamiento 5 Horas 21 Horas 5 Horas 21 Horas
Semilla



1 60 63,6 72 73
2 60 75 63 75
3 60 63 67 75
4 40 72 60 81
5 60 54 80 64
H-2000 Vieja B 53 76 70 76
7 60 67 78 73
8 37 62 64 74
9 44 64 44 67
10 66 64 70 64
1 77 85 85 90
2 84 85 85 85
3 87 81 91 83
H-2000 Nueva 4 86 83 93 84
5 78 85 89 89
6 82 89 90 89
7 86 85 86 89
8 81 79 89 83
9 81 82 90 86
10 81 81 86 90

En el caso del Pectimorf, éste mostré un efecto positivo sobre el desarrollo
foliar y radical a la concentracion de 10 mg/L, en los dos tiempos de exposicion
evaluados, lo cual se ejemplifica en la figura 1 para 5 horas. Estos resultados
son consistentes con lo observado durante la germinacién de las semillas.
Dentro de los tiempos, la exposicion de 21 horas fue mas efectiva, asi como el
desarrollo foliar fue mas marcado que el radical.

Para los Xiloglucanos, los mejores resultados cualitativos se obtuvieron
igualmente a la concentracion de 0.5 mg/L, tras 5 horas de exposicidon. Sin
embargo, cuando se evaluo el tiempo de exposicion de 21 horas se observé,
una inhibicién generalizada de la morfogénesis (figura 2). En este sentido cabe
destacar que para dicho producto, concentraciones mucho mas bajas que las
empleadas, podrian resultar mas efectivas, ya que aunque esta concentracion
fue la mas positiva, no fue del todo exitosa, porque se aprecié en las semillas
germinadas una evidente afectacion del desarrollo de las mismas.
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Figura 1: Efecto del Pectimorf a 5 horas de exposicién, sobre semillas de tabaco H-
2000, viejas (V) y nuevas (N), en el desarrollo foliar y radicular de los explantes. En
el eje Y, los rangos estan sumados para una mejor visualizacion de los resultados.
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Figura 2: Efecto de los Xiloglucanos a 21 horas de exposicion, sobre semillas de
tabaco H-2000, viejas (V) y nuevas (N), en el desarrollo foliar y radical de los
explantes. En el eje Y, los rangos estan sumados para una mejor visualizacién de
los resultados.

Al comparar los resultados entre las mejores concentraciones de ambos
productos, se observé un efecto mas acentuado sobre la morfogénesis del
Pectimorf con respecto a los Xiloglucanos (Figura 3). Esto se evidencio porque
el Pectimorf indujo un mayor desarrollo de los meristemos caulinares,
traduciéndose en un aumento del crecimiento vegetativo, al igual que sobre el
sistema radical, con el consecuente aumento en la longitud de las raices
presentes en las plantas obtenidas. Estos resultados coinciden con estudios
previos realizados en la evaluacién de este producto sobre la regeneracion de
raices, al ser adicionado en el medio de cultivo in vitro, tanto para explantes de



tabaco (Fidalgo, 2003), como en mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort ex.
Tan) (Hernandez, 2003). En ambos casos, la concentracion optima resulté ser
la de 10 mg/L, como también se demostré en este trabajo. Sin embargo, los
Xiloglucanos son productos con los que recién se comienza a trabajar y cuyas
concentraciones Optimas para su actividad bioldgica no se conocen, por lo que
se requiere de un mayor numero de ensayos.

Pect 10

Figura 3: Comparacién del efecto del Pectimorf y los Xiloglucanos, con respecto a
los controles de agua y Giberelina, a 21 horas de exposicién a estos productos,
sobre semillas de tabaco H-2000, viejas (V) y nuevas (N), en el desarrollo foliar y
radicular de los explantes.

El aumento en el numero de hojas, el tamafio de éstas y el desarrollo del
sistema radical al aplicar el Pectimorf en las condiciones evaluadas, evidencian
otra de sus potencialidades, que es la de inducir la morfogénesis en cultivos in
vitro, como un efectivo biorregulador en la obtencién de plantas y que repercute
en un mayor éxito adaptativo de las mismas, a las condiciones naturales. De
mantenerse la accion del Pectimorf sobre el desarrollo en condiciones de
campo, aumentaria el rendimiento de los cultivos con los grandes beneficios
economicos que de ello se deriven.
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