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Resumen

Laacumulacion de determinados metabolitosy |os cambios en la actividad de enzimas antioxidantes, como la
catalasay laperoxidasa, pueden rel acionarse con | as potencialidades de una planta para contrarrestar el efecto
nocivo de lasalinidad en |los diferentes procesos fisiol0gicos y morfoldgicos. En el presente trabajo se deter-
minaron los contenidos de proteinas y carbohidratos totales, asi como la actividad de enzimas catalasas y
peroxidasas, en callosobtenidos apartir detres explantes de Syl osanthes guianensis CIAT-184, cultivadosen
medio M S suplementado con 1 mg/L de 2,4-D, 2 mg/L de 6 BAPY diferentes concentraciones de NaCl (0, 25,
50, 75y 100 mM). La actividad catalasa fue mayor en las hojas verdaderas que en e resto de los explantes,
aunque en lostres casos aumentd hasta 50 mM de NaCl paraluego decrecer progresivamente. Por su parte, los
hipocatilos mostraron la mayor actividad peroxidasa, con incrementos sostenidos hastalos 100 mM delasal;
mientras que en los otros explantes laactividad decrecio a partir de 75 mM. No se detectaron cambios sustan-
cialesen laconcentracion de proteinas total es; mientras que en los carbohidratos hubo un incremento conside-
rable paralas mayores concentraciones de cloruro de sodio, lo cual pudieratener relacion con laacumulacion
de osmolitos protectores.
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Abstract

Theaccumulation of certain metabolitesand the changesin the activity of antioxidant enzymes, such as catalases
and peroxidases, can be related to the plant possibilities for counteracting the negative effects of salinity on
physiological and morphological processes. In this work, the levels of total proteins and carbohydrates, and
the enzymatic activities of catal ases and peroxidaseswere determined in calluses obtained from three explants
of Sylosanthes guianensis CIAT-184, cultured in MS medium supplied with 1 mg/L of 2,4-D, 2 mg/L de 6
BAP and different concentrations of NaCl (0, 25, 50, 75 and 100 mM). Although the activity of catalases
increased until 50 mM in the three explants and diminished after that, the highest values were detected in true
leaves. Onthe other hand, the hypocotyl s showed the highest activity of peroxidaseswith progressive increments
until 200 mM of the evaluated salt, while the rest of explants showed a decrease in the enzymatic activities
from 75 mM. No appreciable changes were detected in total proteins, while in the carbohydrates there was
considerableincrease for the highest values of sodium chloride, which could be related to the accumul ation of
protecting osmolytes.
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Introduccion

Larespuestafisiolégicadelasplantasa estrés
salino es multigénica, ya que se afectan varios
procesos vinculados a los mecanismos de tole-
rancia, tales como la produccion de compuestos
osmoéticamente activos, la produccion de espe-
cies reactivas a oxigeno, los mecanismos de
defensa antioxidante, el transporte i6nico y la
compartimentacion deiones perjudicialesenlas
vacuolas (Sairamy Tyagi, 2004).

Latoleranciadediferentes especiesaestreses
ambiental es se correlacionacon un eficiente sis-
tema antioxidante, que comprende un grupo de
enzimas detoxificadoras, como las superdxido
dismutasas, lascatalasasy peroxidasas (Gueta-
Dahan, Yaniv, Zilinskas y Ben-Hayyin, 1997,
Sreenivasulu, Grimm, Wobusy Weschke, 2000),
y antioxidantes no enziméticos como polisaca-
ridos, poliaminas y aminoacidos, entre otros.

El origen comin de | as especies vegetales a
partir de ancestrales que habitaron el medio
marino, sugiere la posibilidad de obtener plan-
tas mas tolerantes a la salinidad mediante el
cultivo reiterado en estas condiciones, dada la
posibilidad de existenciade genes detolerancia
en todas las plantas (Zhu, 2001). Los trabajos
de mej ora genética por |os métodos convencio-
nal es, poco aplicablesal género Sylosanthes (el
cual agrupa latercera parte de las leguminosas
destinadas a la ganaderia), conllevan la utiliza-
cion combinada de métodos biotecnol 6gicos y
selectivos (Consoli, Vieira, Lopes de Souza y
Garcia, 1996; Quecini, Oliveira, Alvesy Vieira,
2002). Este género es reconocido como un mo-
delo de regeneracion in vitro, con diferencias
en la respuesta a las condiciones de cultivo a
nivel de especies, entre cultivares eincluso en-
tre explantes de un mismo cultivar.

El presente trabajo tuvo como objetivo eva
luar la actividad enzimatica de catalasas y
peroxidasas, asi como |os contenidos de protei-
nas y carbohidratos totales de diferentes
explantes de Sylosanthes guianenesis CIAT-
184, sometidos a medios inductores de callos
organogeéni cos en condiciones de estrés salino.
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I ntroduction

The physiological response of plants to the
saline stress is multigenic, because several
processeslinked to thetol erance mechanismsare
affected, such as the production of osmotically
active compounds, production of speciesreactive
to oxygen, mechanisms of antioxidant defense,
ionic transport and compartmentalization of
damagingionsinthevacuoles(Sairamand Tyagi,
2004).

The tolerance of different species to
environmental stresses is correlated to an
efficient antioxidant system, which comprisesa
group of detoxifying enzymes, such as
superoxide dismutases, catalases and
peroxidases (Gueta-Dahan, Yaniv, Zilinskas and
Ben-Hayyin, 1997; Sreenivasulu, Grimm, Wobus
and Weschke, 2000), and non enzymatic
antioxidants such as polysaccharides,
polyamines and aminoacids, among others.

The common origin of plant species from
ancestors that inhabited the sea, suggests the
possibility of obtaining more salinity-tol erant
plants by means of the repeated cultivation under
these conditions, given the possibility of
existence of tolerance genesin al plants (Zhu,
2001). The works of genetic improvement by
conventional methods, little applicable to the
Sylosanthes genus (which encloses a third of
the legumes dedicated to livestock production),
lead to thecombined utilization of biotechnol ogical
and selective methods (Consoli, Vieira, Lopesde
Souzaand Garcia, 1996; Quecini, Oliveira, Alves
andViera, 2002). Thisgenusisrenowned asanin
vitro regeneration model, with differencesin the
response to the cultivation conditions at pecies
level, among cultivars and even among explants
of the same cultivar.

The objective of this work was to evaluate
the enzymatic activity of catalases and
peroxidases, as well as the protein and total
carbohydrate contents of different explants of
Sylosanthes guianensis CIAT-184, subject to
inducing media of organogenic calluses under
saline stress conditions.
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Materialesy Métodos

Para la induccion de la organogénesis, las
plantulas de un mes de germinadas en sustrato
inerte humedecido con agua destilada estéril, se
seccionaron en fragmentos de 10 mm de sus
hipocdétilos (Hi), hojas cotiledonales (Hc) y ho-
jasverdaderas (Hv). Estos se colocaron en fras-
cos de cristal con 30 mL de medio MS
(Murashige y Skoog, 1962), suplementado con
7 g/L de agar, 15 g/L de sacarosa, 2,4-D (1,0 mg/
L), 6 BAP(2mg/L), vitaminasM Sy varias con-
centraciones de NaCl (0 mM, 25 mM, 50 mM,
75 mM y 100 mM).

Se utilizaron seis frascos con seis explantes
(dos de cada tipo) para cada una de las cinco
variantes de medios de cultivo, en un disefio
completamente al eatorizado, con tresréplicasde
cadatratamiento.

A los 21 dias de sembrados | os explantes se
realizé la determinacion de las actividades
enziméticas catalasay peroxidasaen los callos,
los cuales se lavaron con agua destilada estéril
paraeliminar los restos de agar y se secaron so-
bre papel de filtro estéril. Después se homoge-
nizaron en frio, en un mortero de porcelana con
unasol ucion tampon defosfato de sodio (50 mM,
pH 7,0) y luego se centrifugaron a 10 000 rpm.
Inmediatamente se extrajo €l sobrenadante para
lamedicion de la actividad enzimética.

La actividad catalasa se determiné a través
de la velocidad de descomposicion del H,O, a
240 nm en una solucion tampon de fosfato de
potasio (20 mm, pH 7,0), que contenia 3% (v/v)
deH,0,; & volumenfinal del ensayofuede3mL.
Laactividad peroxidasa se midi6 por el método
guaiacol peroxidasaa25°C (Chancey Machley,
1955). La actividad enzimética se realiz6 en un
volumen final de 3 mL, que contenia: 2,80 mL
de solucion tampon de fosfato de sodio (0,1 M,
pH 7,0); 0,05 mL de solucién guaiacol (0,018 M)
y 0,05 mL desoluciondeH,O, previamente gjus-
tada a una absorbancia entre 0,40-0,41; se utili-
z6 como blanco aguadestilada. Lalecturasehizo
a 436 nm en un espectofotometro (Ultrospect
2000); se tomaron tres réplicas por cada trate-
miento.
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Materialsand M ethods

For the induction of the organogenesis, the
one-month old seedlings germinated in inert
substratum moisturized with sterile distilled
water weredivided into 10 mmfragments of their
hypocotyls(Hy), cotyledonal |eaves(Cl) and true
leaves(TI). They wereplaced in glassflaskswith
30 mL of MS medium (Murashige and Skoog,
1962), supplemented with 7 g/L of agar, 15 g/L
of sucrose, 2,4-D (1,0 mg/L), 6 BAP (2 mg/L),
M Svitaminsand several concentrations of NaCl
(0OmM, 25 mM, 50 mM, 75 mM and 100 mM).

Six flaskswith six explants (two of each type)
were used for each of the five variants of
cultivation media, in a completely randomized
design, with threereplications of each treatment.

Twenty-one days after the explants were
sown, the enzymatic activities catalase and
peroxidase were determined in the calluses,
which were washed with sterile distilled water
to eliminate the remnants of agar and they were
dried on sterilefilter paper. Afterwardsthey were
cold-homogenized, in a porcelain mortar with a
buffer solution of sodium phosphate (50 mM,
pH 7,0) and then centrifugated at 10 000 rpm.
The supernatant was immediately extracted for
measuring the enzymatic activity.

The catal ase activity was determined through
the decomposition rate of H,0O, at 240 nmin a
buffer solution of potassium phosphate (20 mm,
pH 7,0), which contained 3% (v/v) of H,O,; the
final volume of the essay was 3 mL. The
peroxidase activity was measured by the guaiacol
peroxidase method at 25 °C (Chance and
Machley, 1955). The enzymatic activity was
determined in a final volume of 3 mL, which
contained: 2,80 mL of buffer solution of sodium
phosphate (0,1 M, pH 7,0); 0,05 mL of guaiacol
solution (0,018 M) and 0,05 mL of H,O, solution
previously adjusted to an absorbance between
0,40 and 0,41; distilled water was used as blanc.
The reading was made at 436 nm in a
spectrophotometer (Ultrospect 2000); three
replications were taken per treatment.

The protein concentration was estimated
through Lowry’s method (Lowry, Rosebrough,
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La concentracién de proteinas se estimo por
el método de Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr
y Randall, 1951) a partir del sobrenadante to-
mado de |as muestras homogenizadas.

L os carbohidratostotal es se determinaron en
€l sobrenadante de |as muestras homogenizadas
por el método del fenol-sulfurico, utilizando glu-
cosa como solucion estandar (Dubois, Gilles,
Hamilton, Rebersy Smith, 1956).

En todos los casos se tomaron muestras de
diez calos y tres lecturas de densidad Optica
(DO). Losdatos se procesaron segun el paguete
Statgraphic Plus4 sobre Windowsy se determi-
no e gjuste a unadistribucion norma mediante
la prueba de bondad de ajuste Kolmogorov-
Smirnov y lahomogeneidad de varianzamedian-
te las pruebas de Bartlett (Sigarroa, 1985). En
los casos en que los datos cumplieron los requi-
sitos exigidos se procesaron mediante ANOVA
de clasificacién simple o multifactorial, y por la
prueba de rangos multiples de Duncan, segln
correspondiera. Los datos que no cumplieroncon
estas premisas se compararon mediante la prue-
badeKruskal-Wallis(Kruskal y Wallis, 1952) y
la prueba de rangos multiples de Student-
Newman-Keuls (SNK).

Resultadosy Discusion

A lasemana de sembrados|os tres explantes
(Hi, Hcy Hv) en medio M'S, suplementado con
diferentes concentraciones de NaCl, se apreci6
laformacion de masas detejido desdiferenciado
de color blanquecino en los sitios donde se rea-
liz6 e corte. A los 15 dias de la siembra eran
evidentesmasas callogénicas de aspecto friable
(Pierik, 1990) en la superficie vegetal de todos
losexplantes (fig. 1), que manifestaban diferen-
ciasen cuanto al tamario, lacoloraciony latex-
tura. En lavariante de medio suplementada con
100 mM de cloruro de sodio loscallostenian un
menor desarrollo, con unacoloracion pardamas
intensay unatextura mucho més friable que en
|as restantes variantes de cultivo.

A los 30 dias lamayoriade |os explantes es-
taban completamente transformados en callos,
aunque en agunoscasos|os hipocotilosen 75 mM
mantenian zonas poco desdiferenciadas. Sinem-
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Farr and Randall, 1951) from the supernatant
taken from the homogenized samples.

The total carbohydrates were determined in
the supernatant of the homogenized samples by
means of the phenol-sulphuric method, using
glucose as standard solution (Dubois, Gilles,
Hamilton, Rebers and Smith, 1956).

Inall the cases samplesfromten callusesand
three readings of optical density (OD) were
taken. The datawere processed according to the
pack Statgraphic Plus 4 on Windows and the
adjustment to a normal distribution was
determined by the Kolmogorov-Smirnov
adjustment goodness test and the variance
homogeneity through Bartlett’s tests (Sigarroa,
1985). In the cases in which the data fulfilled
the requisites demanded, they were processed by
means of simple or multifactorial classification
ANOVA, and by Duncan’s multiple range test,
as needed. The data that did not fulfill these
premises were compared through Kruskal-
Wallis' test (Kruskal and Wallis, 1952) and the
multiple range test of Student-Newman-Keuls
(SNK).

Results and Discussion

A week after being sown the three explants
(Hy, Cl and TI) in MS medium, supplemented
with different concentrations of NaCl, the
formation of whitish undifferentiated tissue
masses was observed in the sites where the
cutting was performed. Fifteen days after sowing
callogenic masses of friableaspect (Pierik, 1990)
were evident in the surface of all the explants
(fig. 1), which showed differencesregarding the
size, color and texture. In the variant of medium
supplemented with 100 mM of sodium chloride
the calluses were less developed, with a more
intense brown color and a more friable texture
than in the other cultivation variants.

Thirty days after being sown most of the
explants were completely transformed into
calluses, although in some cases the hypocotyls
in 75 mM maintained little undifferentiated
zones. However, the formation of complete
seedlings in Hy cultivated at 100 mM was
interesting, whichindicates direct organogenesis.
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Hi: hipocétilos, He: hojas cotiledonaes, Hv: hojas verdaderas

Fig. 1. Formacion de callos en explantes de S. guianensis CIAT-184 alos 15 diasdela

siembra.

Fig. 1. Formation of callusesin explantsof S. guianensisCIAT-184 15 daysafter sowing.

bargo, resulté interesante la formacién de
plantulas compl etas en Hi cultivadosa 100 mM,
lo queindicaunaorganogénesisdirecta. En pre-
senciade hormonas|arespuestamorfol gica, en
términos de desarrollo de callosy formacion de
brotes o raices, depende de la parte de la planta
apartir de lague se obtuvo €l callo (Consoli et
al., 1996).

Lacapacidad callogénicain vitro de diferen-
tes especies de este género ha sido referida por
variosautores (Meijer, 1982; Consoli et al., 1996;
Vaarini, Otsuk y Vieira, 1997; Fuentes, Mesa,
Ruiz, Peléez de L ucasy Fernandez, 2005), sem-
pre que se utilice un medio de cultivo suplemen-
tado con auxinasy citoquininas en unarelacion
menor que uno (Mroginski y Kartha, 1981). Sin
embargo, no se han encontrado referencias en
relacién con laformacion de callos en presencia
de cloruro de sodio.

La formacion de callos a partir de distintos
fragmentos de plantas en condiciones salinas, ha
sido reportada por varios autores en otras espe-
cies tales como: Cicer arietinum (Pandey y
Ganapathy, 1985); Lycopersicum esculentum
Mill Peto 863 (El-Enany, 1995); cuatro cultivares
de Solanum tuberosum (Rahnama,
Ebrahimzadeh y Ghareyazie, 2003), en laespe-

In the presence of hormones the morphol ogical
response, in terms of calus development and
formation of growths or roots, depends on the
part of the plant from which the callus was
obtained (Consoli et al., 1996).

Thein vitro calogenic capacity of different
speciesof thisgenushasbeen referred by severa
authors (Meijer, 1982; Consoli et al., 1996;
Valarini, Otsuk and Vieira, 1997; Fuentes, Mesa,
Ruiz, Pelaez de Lucas and Fernandez, 2005), as
long as a cultivation medium supplemented with
auxins and cytokinins is used in a ratio lower
than one (Mroginski and Kartha, 1981).
Nevertheless, no references have been found
regarding the formation of calluses in the
presence of sodium chloride.

The formation of calluses from different
fragments of plants under saline conditions, has
been reported by several authorsin other species
such as: Cicer arietinum(Pandey and Ganapathy,
1985); Lycopersicum esculentum Mill Peto 863
(El-Enany, 1995); four cultivars of Solanum
tuberosum (Rahnama, Ebrahimzadeh and
Ghareyazie, 2003), in the species Alhagi
graecorum, tolerant to concentrations between
43 and 200 mM (Hassanein, 2004) and in
Chrysantemum morifolium (Hossain, Azad,
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cie Alhagi graecorum, tolerante a concentracio-
nes entre 43 y 200 mM (Hassanein, 2004) y en
Chrysantemum morifolium (Hossain, Azad,
Dattay Biswas, 2007). En los estudios redliza-
dos en C. arietinum fue posible abtener lineas
celulares tolerantes hasta 200 mM, las cuales
eran capaces de acumular determinados
metabolitos como laprolina, adiferenciadelas
lineas susceptibl es eval uadas como control.
Otrasposiblesrespuestas a estrés producido
por NaCl en el medio de cultivo estén relaciona
das con la activacion de mecanismos
antioxidantes. En este sentido, en callos de 21
dias de formados en condiciones salinas la acti-
vidad catalasa se mantuvo, de manera general,
sin variaciones significativas hasta 50 mM, con
excepcion delos callos obtenidos apartir de Hv,
donde se observé unincremento notable (fig. 2).
Sin embargo, con concentraciones superioresla
actividad enziméti cadecreci 0 considerablemente.
Estos resultados pudieran estar rel acionados
con laafectacion delaexpresion delaenzimao
delapropiaactividad de ella por cambiosen la
conformacion de su estructura, cuando las con-
centraciones son superioresa50 mM de sal. En
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Datta and Biswas, 2007). In the studies carried
outinC. arietinumit was possibleto obtain cell
linestolerant up to 200 MM, which were capable
of accumulating certain metabolitessuch aspraline,
unlike the susceptible lines eva uated as contral.

Other possible responses to the stress
produced by NaCl inthe cultivation mediumare
related to the activation of antioxidant
mechanisms. Inthissense, in 21-day-old calluses
formed under saline conditions, the catalase
activity was maintained, in general, without
significant variations until 50 mM, with the
exception of the callusesobtained from T1, where
aremarkableincrease (fig. 2) was observed. Yet,
with higher concentrationsthe enzymatic activity
decreased considerably.

Theseresults can berelated to the affectation
of the enzyme expression or its activity due to
changes in the conformation of its structure,
when the concentrations are higher than 50 mM
of salt. In the studies performed by Rahnama et
al. (2003), in four cultivars of S. tuberosum
subject to saline stress (between 0 and 150 mM
of NaCl) changes were observed in the catalase
activity depending on the variety.

Catalasa

Actividad especifica
(U/mg)
15 - .
OH mHc @Hv

12 -

b
ab
9 1 a ab oy
ab
. a ab a ,
a a
3 _
O T T T T
0 25 50 75 100

NaCl (mM)
ab Letras diferentesindican diferencias significativas seglin test de rangos mulltiples

de SNK (P<0,05)

Fig. 2. Actividad catalasa en call os obtenidos a partir de diferentes explantes de

S. guianensis cv. CIAT-184.

Fg. 2. Catdaseactivity incdlusesobtained fromdifferent explantsof S guianensis

cv. CIAT-184.
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los estudios realizados por Rahnama et al.
(2003), en cuatro cultivares de S. tuberosum so-
metidos a estrés salino (entre 0 y 150 mM de
NaCl), se observaron cambios en la actividad
catalasa en dependencia de la variedad.

En la actividad peroxidasa se obtuvieron di-
ferencias estadisticamente significativasentrela
concentracion de cloruro de sodio y €l tipo de
explante (fig. 3). Se observé un incremento de
dicha actividad hasta 50 mM; a partir de esta
concentracion disminuyd progresivamente hasta
100 mM, con excepcion delos callos provenien-
tes de hipocdtilos.

Varios autores han hecho referenciaala co-
rrelacion entre la respuesta de las enzimas
antioxidantes (como las peroxidasas) y latole-
rancia a las condiciones de estrés abiotico
(Hassanein, Ahmed, Abed-El-Hafez y Soltan,
1999; El-Tayeb y Hassanein, 2000). Hassanein
(2004) evalud la actividad enzimética de varias
enzimas detoxificadoras en callosinducidos, en
condiciones de estrés hidrico y salino (176 mM
de NaCl), en dos especies de plantas con dife-
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In the peroxidase activity statistically
significant differences were obtained between
the concentration of sodium chloride and thetype
of explant (fig. 3). An increase of this activity
was observed until 50 mM; from this
concentration it decreased progressively until
100 mM, with the exception of the callusesfrom
hypocotyls.

Several authors have referred to the
correl ation between the response of antioxidant
enzymes (such as peroxidases) and thetol erance
to abiotic stress conditions (Hassanein, Ahmed,
Abed-El-Hafez and Soltan, 1999; El-Tayeb and
Hassanein, 2000). Hassanein (2004) evaluated
the enzymatic activity of severa detoxifying
enzymes in induced calluses, under hydric and
saline stress conditions (176 mM of NaCl), in
two plant specieswith different tolerancelevels:
A. graecorum (tolerant) and L. esculentum L.
(sensitive); this author detected increasesin the
peroxidase activity of the species under both
stressing conditions, motivated by the activation
of new isoforms with regards to the control and

Peroxidasa
Actividad especifica
(U/mg)
12 -
: e
10 J OH mMHc @ Hv
d d d bd
d
8 4
bd cd
ab a
4
2
0 T T T
0 25 50 75 100
NaCl (mM)

a,b,c,d,e Letras diferentes indican diferencias significativas segin test de rangos multi-

ples de SNK (P<0,05)

Fig. 3. Actividad peroxidasaen callos obtenidosapartir de diferentes explantes

de S. guianensiscv. CIAT-184.

Fig. 3. Peroxidase activity in calluses obtained from different explants of S.

guianensis cv. CIAT-184.



42

rentes niveles de tolerancia: A. graecorum (to-
lerante) y L. esculentumL. (sensible); este autor
detectd incrementos en la actividad peroxidasa
delas especiesen ambas condiciones estresantes,
motivado por laactivacion de nuevasisoformas
en relacion con € control y por losincrementos
enlaexpresién de algunasisoenzimas, que mos-
traron bandas con mayor intensidad en latincién.
Sin embargo, € porcentaje de incremento en la
actividad fue mucho mayor en los calos de A.
graecorum, especie catalogada como tolerante
aambas condiciones. Hossain et a. (2007) ob-
tuvieron resultados similares en regenerantes de
Ch. morifolium, obtenidos a partir de callos to-
lerantes que fueron subcultivados en concentra-
ciones cada vez mayores de NaCl. En otras
especies, como S. tuberosum (Rahnama et al.,
2003), la actividad peroxidasa sdlo mostré in-
crementos en condiciones moderadas de
salinidad.

L aactividad enzimética especificaserel acio-
né con el contenido de proteina de las muestras
analizadas. Las proteinas totales en el sobre-
nadante delos callosde Stylo 184, despuésdela
maceracion en frio y centrifugacion, mostraron
un comportamiento homogéneo paralasdiferen-
tes variantes de salinidad y explantes (fig. 4).
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by the increases in the expression of some
isoenzymes, which showed strips with higher
intensity in the staining. Nevertheless, the
increase percentage in the activity was much
higher in the calluses of A. graecorum, species
considered tolerant to both conditions. Hossain
et al. (2007) obtained similar results in
regenerants of Ch. morifolium, obtained from
tolerant calluses that were sub-cultivated in
progressively higher concentrations of NaCl. In
other species, such as S. tuberosum (Rahnama
et al., 2003), the peroxidase activity only showed
increases under moderate conditions of salinity.

The specific enzymatic activity was related
to the protein content of the samples analyzed.
The total proteins in the supernatant of the
calluses of Stylo 184, after the cold maceration
and centrifugation, showed ahomogeneous per-
formancefor the different variants of salinity and
explants (fig. 4).

Thisresult could have been dueto the changes
in the expression of numerous genes under the
influence of sodium chloride. Sairam and Tyagi
(2004) found abundant evidence of changesin
the gene expression of plants subject to different
abiotic factors. In this sense, while certain
processes that imply an active synthesis of

Proteinas totales

(mg/mL)
0.5 1 OH mHe @Hv
0,4 -
0,3 4
0,2 4

0,1 A

nanke

NaCl (mM)

Fig. 4. Contenido de proteinas totales en callos de S. guianensis CIAT-184, de
21 dias de inducidos en diferentes condiciones de salinidad.

Fig. 4. Content of total proteinsin calluses of S. guianensis cv. CIAT-184, 21
days after being induced under different salinity conditions.
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Esteresultado pudieradeberse alos cambios
en la expresién de numerosos genes bgjo lain-
fluencia del cloruro de sodio. Sairam y Tyagi
(2004) encontraron numerosas evidencias de
cambios en la expresién génica de plantas so-
metidas a diferentes factores abidticos. En este
sentido, mientras determinados procesos que
implican una sintesis activa de proteinas (como
ladivision celular) son afectadostotal o parcial-
mente por el estrés osmético debido alapresen-
cia de cloruro de sodio en el medio (Xiong y
Zhu, 2002), otro grupo importante de proteinas
podrian ser sobreexpresadas. Entre estas se en-
cuentran | as enzimas antioxi dantes como meca-
nismo paraeliminar losradicaleslibres del oxi-
geno, cuyos nivel es son exacerbadosbajo el efec-
to del estrés salino (Hernandez, Jiménez,
Mullineaux y Sevilla, 2000), asi como enzimas
ATPasas, transportadores proteicos de iones y
acuaporinas paramantener lahomeostasisionica
intracelular (Xiongy Zhu, 2002).

Por otra parte, los carbohidratos totales en
los distintos tratamientos mostraron un incre-
mento para las mayores concentraciones de
salinidad (75 y 100 mM) en todas las variantes
de explantes (fig. 5).
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proteins (such ascellular division) aretotally or
partialy affected by the osmotic stress due to
the presence of sodium chloride in the medium
(Xiong and Zhu, 2002), another important group
of proteins could be over-expressed. Among
them are antioxidant enzymes as mechanismfor
eliminating the free radicals of oxygen, which
levels are exacerbated under the effect of saline
stress (Hernandez, Jiménez, Mullineaux and
Sevilla, 2000) as well as ATPase enzymes,
protein carriersof ionsand aquaporinsto maintain
the intracellular ionic homeostasis (Xiong and
Zhu, 2002).

On the other hand, total carbohydratesin the
different treatments showed an increase for the
highest concentrations of salinity (75 and 100
mM) in all the variants of explants (fig. 5).

The increase in carbohydrates as the saline
concentration of the medium increased could
have been caused by diverse factors. The consi-
derable accumulation of starch in tissues
cultivated in media for the induction of
organogenic processes, wasreported by Mangat,
Pelekis and Cassels (1990) and Fortes and Pais
(2000). The organogenesis is a high energy
consuming process, which is obtained from the

Carbohidratos totales

(mM/mL)
0,02 ~
OH mHc @ Hv
0,015 A

0,01 -

0,005 +

0 25

i
g h
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ab,c,d,ef,g,i,h Letras diferentes indican diferencias significativas seglin test de rangos mdltiples

de SNK (P<0,05)

Fig. 5. Contenido de carbohidratos totales en callos de S. guianensis CIAT-184, alos 21

dias.

Fig. 5. Content of total carbohydrates in calluses of S. guianensis cv. CIAT-184, at 21

days.
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El aumento en los carbohidratos en la medi-
daqgue seincremento laconcentracion salinadel
medio, pudo ser ocasionado por diversos facto-
res. Laacumulacion considerablede amidénen
tejidos cultivados en medios para la induccion
de procesos organogénicos fue informada por
Mangat, Pelekisy Cassels(1990) y Fortesy Pais
(2000). Laorganogénesis es un proceso altamen-
te consumidor de energia, la cual se obtiene a
partir de la degradacién del almidon, ya que se
producen intermediarios glicoliticos que pueden
ser catabolizados paraproducir gran cantidad de
ATP. Losestudiosrealizados en diferentes espe-
cies, como: Nicotiana tabacum (Thorpe, Joy y
Leung, 1986), Manihot sculenta (Stamp, 1987)
y Humulus lupulus (Fortes y Pais, 2000), han
demostrado este hecho.

Por otra parte, se ha referido la posibilidad
de que €l tejido sometido aestrés por salinidad,
sintetice determinados azlicares para compen-
sar la diferencia de potencial osmatico entre el
medio intracelular y e extracelular (Sairam y
Tyagi, 2004).

Los cambios en la concentracion de
carbohidratos y en la actividad enzimatica
catalasa y peroxidasa, tanto en plantulas como
en callos de S guianensis cv. CIAT-184 obteni-
dosen condiciones sainas, pueden constituir una
partedel mecanismo fisiolégico de defensafrente
a este estrés, por lo que debe considerarse su
pesquisgje en futuros estudios de seleccion de
somaclones con toleranciaala salinidad.

Conclusiones

Laactividad catalasa fue mayor en las hojas
verdaderas que en el resto de los explantes, aun-
gue en los tres casos aumenté hasta 50 mM de
NaCl y después decrecio progresivamente. En-
tre los explantes, los hipocétilos fueron los de
mayor actividad peroxidasa, |os cuales mostra-
ron incrementos sostenidos hasta 100 mM de
NaCl; mientras que en las hojas cotiledonales y
verdaderas la actividad decrecio a partir de
75 mM. No se detectaron cambios sustanciales
en la concentracion de proteinas totales, mien-
tras que en los carbohidratos hubo un incremen-
to considerable con las mayores concentracio-
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degradation of starch, because glycolitic
intermediaries are produced that can be
catabolized to produce a high quantity of ATP,
Thestudies carried out in different species, such
as Nicotiana tabacum (Thorpe, Joy and Leung,
1986), Manihot esculenta (Stamp, 1987) and
Humulus lupulus (Fortes and Pais, 2000), have
proven this fact.

Ontheother hand, there have being reference
to the possibility that the tissue subject to stress
by salinity, synthesizes certain sugars to
compensate the difference of osmotic potential
between the intra-cellular and extra-cellular
medium (Sairam and Tyagi, 2004).

The changes in the carbohydrate
concentration and the catalase and peroxidase
enzymatic activity, in seedlings as well as in
callusesof S guianensiscv. CIAT-184 obtained
under saline conditions, can constitute a part of
the physiol ogical mechanism of defense before
this stress, for which its research can be
consideredin future sal ection studies of somaclons
with tolerance to sdinity.

Conclusions

The catalase activity was higher in the true
leaves than in the rest of the explants, although
in the three cases it increased up to 50 mM of
NaCl and decreased progressively afterwards.
Among the explants, the hypocotyls were the
oneswith the highest peroxidase activity, which
showed sustained increases up to 100 mM of
NaCl; while in the cotyledonal and true leaves
the activity decreased from 75 mM. No
substantial changes were detected in the
concentration of total proteins; while in
carbohydrates there was a remarkable increase
with the highest concentrations of sodium
chloride, which could be related to the
accumulation of protecting osmolytes.

--End of the English version--

nes de cloruro de sodio, 1o cua pudiera estar
relacionado con la acumulacién de osmolitos
protectores.
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