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RESUMEN

El objetivo del trabajo es evaluar la dindmica de compuestos nitrogenados (proteinas
solubles totales, prolina libre y poliaminas) en el explante, la fase de
histodiferenciacién en callos y las plantulas obtenidas a partir de los embriones
somaticos germinados de cafia de azucar, variedad CP 52-43. Es conocido que el
nitrégeno es, de todos los nutrientes de las plantas, el que juega el papel mas
importante en el crecimiento de las mismas. Consecuentemente, se ha puesto
mucha atencion en el metabolismo de este elemento, asi como los compuestos
relacionados, los cuales influyen marcadamente en los procesos fisioldgicos y por
tanto en la calidad de las plantas. Algunos se han identificado como discriminantes
entre tejidos embriogénicos y no embriogénicos. Entre ellos estan las proteinas
(Sung y Okimoto, 1981; Komamine et al., 1992), la prolina (Phang, 1985) y las
poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) (Waie y Rajam, 2003). Los
métodos y materiales empleados fueron: Para la obtencion de callos se trabajé con
segmentos de hojas de plantas cultivadas en campo que se implantaron en medio
semisolido en dos variantes: con arginina y sin arginina como fuente aminoacidica
sobre un medio MS. En los resultados se encontré una marcada influencia de la
arginina sobre todos los indicadores evaluados. En los callos procedentes del medio
enriguecido con arginina se encontraron los mayores valores de proteinas solubles,
prolina libre y poliaminas. Los momentos de mayor incremento para las proteinas y
prolina libre fue a los 14 y 21 dias del proceso de histodiferenciacion. De las tres
poliaminas evaluadas (Putrescina, Espermidina y Espermina) la Putrescina alcanzé
los mayores valores y la espermina los menores, principalmente en el medio carente
de arginina. La razén Put/Spd + Spm fue menor en los callos procedentes del medio
con arginina. El explante es rico en todos los indicadores evaluados y las plantulas
tuvieron una marcada influencia de la arginina del medio. EI mayor nimero de
embriones se encontré en la linea de callos establecida en el medio enriquecido con
el amino&cido. La influencia de las arginina se vio reflejada también en las plantulas
obtenidas a partir de los embriones germinados, con un comportamiento similar al
encontrado en los callos.

Palabras clave: Compuestos nitrogenados, embridon somatico, histodiferenciacion.

ABSTRACT

The objective of the work is to evaluate the nitrogen compound dynamics (total
soluble proteins, free proline and polyamines) in the explant source, the
histodifferentiation phase in calluses and plantlets from sugarcane var. CP-5243
somatic embryos germinated. It is known that nitrogen is the all nutrients of the
plants, which plays the most important role in plant growth and develop.
Consequently, much attention has been put in the metabolism of this element, as
well as the other related compounds, which influence noticeably in the physiological
processes and therefore in the quality of the plants. Some have been identified as
discriminated between embryogenic and nonembryogenic calluses. Among them are
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the proteins (Sung and Okimoto, 1981; Komamine et al., 1992), the proline (Phang,
1985) and the polyamines (putrescine, spermidine and spermine) (Waie and Rajam,
2003). For the obtaining of calluses was worked with segments of leaves of plants
cultivated in field, that were implanted on semisolid medium in two variants: with
arginine and without arginine as aminoacidic source. During the course of the
experiment were evaluated soluble protein, free praline and polyamines. Was found
a noticeable influence of the arginine on all the evaluated indicators. In the calluses
coming from medium enriched with arginine were observed the greater values of
soluble proteins, free proline and polyamines. The moments of greater increase for
proteins and free proline was at 14 and 21 days in the histodifferentiation process.
Of the three evaluated polyamines (putrescine, spermidine and spermine) the
putrescine reached the greater values and the spermine the minors, mainly in
medium devoid of arginine. The Put/Spd + Spm reason was smaller in the calluses
coming from medium with arginine. The explants are rich in all the evaluated
indicators and plantlets had a noticeable influence of the arginine of means. The
greater number of embryos was in the line of calluses established in medium
enriched with the amino acid. The influence of the arginine was also reflected in
plantlets obtained from the germinated embryos, with a similar behaviour found in
calluses.
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INTRODUCCION

Algunas variables bioquimicas se han identificado como discriminantes entre tejidos
embriogénicos y no embriogénicos. Entre ellas estan las proteinas. Las mismas son
valiosos indicadores de la diferenciacion y podrian ser Utiles para identificar estados
especificos del desarrollo del embrion somatico (Menéndez et al., 1994). La prolina
ocupa un papel central en el metabolismo de las plantas. Es un activador efectivo de
algunas enzimas del ciclo de Krebs y se considera como un compuesto de
almacenaje de nitrogeno. (Phang, 1985).

Las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) se consideran reguladores del
crecimiento y desarrollo de las plantas, por su efecto demostrado sobre el
crecimiento, la division y la diferenciacion celular a bajas concentraciones. Por su
capacidad de unirse a macromoléculas como acidos nucléicos, proteinas y
fosfolipidos pueden alterar la expresién génica, la actividad de ciertas enzimas, asi
como variar la fluidez y permeabilidad de las membranas bioldgicas (Waie y Rajam,
2003).

En cafia de azUcar no se ha establecido aun un protocolo repetitivo mediante el cual
se logre una elevada produccién de embriones somaticos de forma sincrénica y con
elevada calidad, asi como existe muy poca informacion acerca de los procesos
bioquimicos que ocurren en el transcurso de éstos y que puedan utilizarse como
herramientas para el manejo de los mismos.

El objetivo del trabajo es evaluar la influencia del suplemento de arginina en la

histodiferenciacion y regeneracion de callos de cafia de azucar y relacionar su efecto
con la dindmica de las poliaminas, las proteinas solubles totales y la prolina libre.
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MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo: El trabajo se realizo en cafia de azucar en la variedad CP52-
43, un hibrido proveniente de CP43-64 x CP38-34, Canal Point, FL, USA. Para la
obtencion de callos se utilizd la hoja mas interna, enrollada, la cual se cortdé en
secciones de 1 cm de largo, para su implantacién en placas de Petri que contenian
25 ml de medio de formaciéon de callos compuesto por el medio basal MS
(Murashige y Skoog, 1962) enriquecido con 30 g/l de sacarosa y 50 mg | * de
arginina, en dos variantes: con arginina y sin arginina como fuente aminoacidica.
Durante toda la marcha del experimento se mantuvieron ambas lineas de callos
hasta la fase de diferenciacion.

Los callos se subcultivaron tres veces en un medio similar, con el 2,4-D reducido a 1
mg I*. Posteriormente se pasaron a un medio de diferenciacién-maduracién segun
Tapia et al. (1999). A los catorce dias se realizd el conteo y clasificacién de los
embriones (globular, escutelar temprano y escutelar tardio). A los 21 dias se
pasaron a un medio de endospermo (Nieves et al. 1998).

En el momento del montaje de la experiencia (tiempo 0) y a los 7, 14, y 21 dias se
tomaron muestras para la determinacion de los indicadores bioquimicos. A los 35
dias se evaluaron las caracteristicas de las plantas obtenidas a partir de los
embriones somaticos. Para el experimento se emplearon 12 placas de Petri con 8
callos cada una, de las cuales se tomaron tres réplicas para cada momento
evaluado (7, 14 y 21 dias) y se mantuvieron las tres restantes para la evaluacion de
las plantulas a los 35 dias.

Determinaciones bioquimicas: Proteinas solubles: Se trituraron 50 mg de tejido y se
extrajeron en buffer borato- salino pH=8.5. La cuantificacién se realiz6 segun el
método propuesto por Bradford (1976).

Prolina libre: Se realiz6 con 100 mg de tejido y se siguidé el método descrito por Bates
et al. (1973) tanto para la extraccién como la cuantificacion.

Poliaminas: Se utilizaron 100 mg de tejido fresco los que se extrajeron acorde al
método de Flores y Galston (1982). Los contenidos se determinaron por HPLC.
Procesamiento estadistico: Se utilizaron las pruebas paramétricas (ANOVA) y no
paramétricas (Kruskal-Wallis y Student Newman Keuls) por el paquete estadistico
SPSS (Version 8.0 para Windows). Para las poliaminas se realizé analisis de
regresion para establecer curvas de juste. Los datos en porcentaje se transformaron:
x"=2*Arcsen(n/100).
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RESULTADOS Y DISCUSION:

La figura 1 muestra el efecto de la arginina en el comportamiento de las proteinas
solubles en el explante, la dinamica de crecimiento de los callos y las plantulas a los
35 dias de la diferenciacion. 2
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Fig 1. Proteinas solubles totales en el explante, etapa de diferenciacién y las
plantulas germinadas a partir de medios enriquecidos 0 no con arginina. La
dinamica de los callos fue evaluada por andlisis de regresion para establecer las
curvas de ajuste. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente segun
pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis y Student Newman Keuls) para p<0.05.

El comportamiento de las proteinas solubles siguié la misma dinAmica en ambas
lineas de callos, aunque en aquellos que no recibieron el suplemento de arginina los
valores fueron muy bajos. En ambos casos los mayores niveles de proteinas se
observaron a los 14 y 21 dias. El explante mostré altos contenidos de proteinas,
similares a los presentados por los callos cultivados en medio con arginina a los 14 y
21 dias. Las plantulas, a los 35 dias, de germinadas presentaron los valores mas
bajos de todos los momentos evaluados, sin diferencias estadisticas entre ellas.

La acumulacién de productos de reserva en la fase de maduracion juega un papel
esencial en la posterior supervivencia de la plantula al proveer compuestos que son
utilizados por el embrién para la germinacion y hasta el desarrollo de la autotrofia.
Dentro de ellos se encuentran las proteinas, ellas proveen carbono, nitrégeno y
azufre (Sanchez-Romero et al., 2002). La dindAmica seguida por las proteinas estuvo
regulada por la accién de la arginina como fuente de nitrdgeno para su proceso
biosintético. Los maximos valores encontrados de los 14 a los 21 dias del curso del
experimento, coincidente con la formacion de los estados méas desarrollados del
embrién soméatico, mientras que la decadencia en las plantulitas denota su utilizacion
en los procesos metabdlicos asociados con el crecimiento y desarrollo de las
mismas.
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En la figura 2 se muestra el comportamiento seguido por la prolina libre en el
explante, la fase de callo en la histodiferenciacion y las plantulas a los 35 dias.
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Fig 2. Prolina Libre en el explante, en la fase de histodiferenciacion y
regeneracion de callos de cafia de azucar y las plantulas cultivadas en medios
enriguecidos o no con arginina. La dinamica de los callos fue evaluada por
analisis de regresion para establecer las curvas de ajuste. Medias con letras
desiguales difieren estadisticamente segun pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis
y Student Newman Keuls) para p<0.05.

La prolina libre evaluada durante el proceso mostré un incremento constante en el
tratamiento suplementado con arginina, mientras que en el tratamiento carente del
aminodcido los valores se mantuvieron estables hasta los 14 dias con un ligero
incremento en la etapa final de germinacion de los embriones. Los contenidos de
prolina libre en el tejido del explante fueron muy similares a los encontrados en las
etapas finales de esta fase en el medio enriquecido con arginina, no asi en las
plantas in vitro.

Uno de los factores que modula los mecanismos de formacion de embriones en
plantas es la prolina. Una estimulacion del metabolismo de la prolina puede
consumir NADPH vy estimular el ciclo de las pentosas fosfato para sintetizar la
ribulosa, un requisito previo para la sintesis de purina y posteriormente los acidos
nucleicos. La arginina puede contribuir a la biosintesis de prolina via ornitina como
un resultado de la actividad catalitica de la arginasa (Lin et al., 2002).

Las diferencias en los niveles de prolina en el explante y las plantas in vitro parecen
estar asociadas las condiciones en que se encuentran, las primeras bajo
condiciones ambientales y las segundas en un ambiente controlado donde el estrés
es minimo. En ambas lineas de callos la presencia de la arginina favorecié las vias
metabolicas de la prolina.

En la figura 3 se muestra la dinamica de las poliaminas totales en los callos
sometidos a tratamientos diferenciados por el suplemento de arginina, asi como el
contenido de las mismas en la fuente de explante y las plantas obtenidas a través de
la germinacién de los embriones somaticos.
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Fig 3. Poliaminas totales en el explante, los callos cultivados con y sin arginina
en la fase de histodiferenciacién y en las plantulas obtenidas a partir de los
embriones soméaticos. La dinamica de los callos fue evaluada por andlisis de
regresion para establecer las curvas de ajuste. Medias con letras desiguales difieren
estadisticamente segun pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis y Student Newman
Keuls) para p<0.05.

Los callos suplementados con arginina presentaron los valores mas elevados de
poliaminas totales desde cero hasta los 14 dias, aunque en la etapa final de
germinacién de los embriones disminuyeron sus contenidos. En el caso de los callos
carentes del aminoacido los niveles de poliaminas fueron muy bajos, principalmente
a los 7 y 14 dias, con un incremento marcadamente a los 21 dias, llegando a ser
superiores a la linea tratada con dicho aminoacido. Los contenidos de poliaminas
totales en el tejido de las plantas in vitro fue similar al del explante en el tratamiento
suplementado con arginina.

En los ultimos afios se ha puesto considerable atencidén al papel de las poliaminas,
principalmente la putrescina, la espermidina y la espermina en diferentes procesos
del desarrollo de las plantas (Martin-Tanguy, 2001; Couée et al., 2004), en la
embriogénesis cigotica (Nieves et al., 1997) y en la somatica en particular (Yadav y
Rajam, 1998). Ellas modulan algunos procesos de crecimiento y desarrollo tales
como division celular, diferenciacion, floracién, maduracion del fruto, senescencia,
embriogénesis y rizogénesis (Kakkar et al. 2000). Las poliaminas y sus precursores
son considerados esenciales para el crecimiento y desarrollo de plantas, animales y
microorganismos (Quan et al., 2002).

Los resultados encontrados en el trabajo muestran la marcada presencia de estos
compuestos en los tejidos de cafia de azucar, tanto en el material adulto como en la
fase de histodiferenciacion en callos y en las plantulas logradas a partir de los
embriones somaticos germinadas. Se hace evidente ademas la influencia de la
arginina como precursor primario de las poliaminas en la embriogénesis somatica
del cultivo, lo cual se puede ver reflejado en la posterior manifestacion de la
diferenciacion de los embriones.
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En la tabla 1 se muestra el conteo y clasificacion de embriones a los 14 dias del
experimento.

Tabla 1. Conteo y clasificacion de embriones en los callos tratados o no con
arginina. Letras desiguales difieren estadisticamente (ANOVA, Duncan, ps
0.05).

Tratamientos Globular Esc.Temp Esc.Tard Germ. Raices Emb/50

mg

De callo
C/Arginina 0,50a 5,38a 5,502 4,00a 0,50a 15,75a
S/Arginina 0,19b 2,94b 4,872 2,06b 0,50a  10,56b

Los callos procedentes del medio con arginina produjeron mayor numero de
embriones que los que se cultivaron en el medio no enriquecido con este
suplemento. En el tratamiento sin arginina el mayor nimero de embriones se
concentro principalmente en el estado escutelar tardio, mientras que en la linea con
arginina se ubicaron en los tres estadios superiores (escutelar temprano, escutelar
tardio y germinados) proporcionalmente.

En la tabla 2 se muestra la evaluacidon de las plantas a los 35 dias de la
diferenciacion de los embriones.

Tabla 2. Estado de desarrollo de las plantas a los 35 dias de los tratamientos.
Letras desiguales difieren estadisticamente (ANOVA, Duncan, p< 0.05).

C/Arginina  S/Arginina

Plantas/50 mg 12,30a 7,40b
callo

Altura 2,56a 2,41a
No. de hojas 3,34a 3,99a
No. de raices 2,98a 1,76a

El estado de desarrollo de las plantas, evaluado a los 35 dias, muestra que el
suplemento o la restriccibn de la arginina no influyé estadisticamente en las
variables de crecimiento, aunque si en el ndmero de plantas, en lo cual el
tratamiento con arginina casi duplica al que no cont6 con este aminoacido.

Es bien conocido que la arginina es provee un alto nivel de nitrégeno reducido y que
puede jugar un papel en el desarrollo de las plantas por su conversién desde la
putrescina hasta espermidina y espermina, lo cual ha sido implicado en la regulacion
del crecimiento y desarrollo celular (Slocum, et al., 1984).

CONCLUSIONES

La arginina influyé en el proceso a través de los mecanismos de sintesis de los
compuestos nitrogenados, lo cual se reflejo en el comportamiento de las proteinas,
la prolina libre y las poliaminas, que en los momentos claves de la diferenciacion
presentaron niveles superiores a los mostrados en el tratamiento carente del
aminoacido.
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