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SINTESIS



SINTESIS

La baja disponibilidad de semilla de alta calidad de yuca (Manihot esculenta C.) para
los agricultores cubanos, pudiera solucionarse mediante la aplicacion de las técnicas
de cultivo in vitro. Por lo que, una de las alternativas para resolver el problema podria
ser el desarrollo de metodologias mas eficientes y sostenibles para la obtencién de
material in vitro, para garantizar el mejoramiento de la calidad de la semilla y el
saneamiento del material vegetal. Se traz6 como objetivo, estudiar la actividad
biolégica de un producto cubano (Pectimorf®), empleando Arabidopsis thaliana como
modelo y validar su efecto en las diferentes fases del protocolo de micropropagacion
de la yuca, cultivares "CMC-40" y “Sefiorita’, como complemento o sustituto de los
reguladores del crecimiento empleados tradicionalmente en el medio de cultivo y asi
sustituir importaciones. Se determiné mediante estudios histolégicos, citogenéticos,
isoenziméticos y moleculares (RAPD) el efecto de Pectimorf® sobre el material
obtenido. Se informa para la ciencia que Pectimorf® ejercié una accién inhibitoria
sobre los genes SAUR-16 e IAA-5, que codifican la expresion de auxinas en plantas
de Arabidopsis, corroborando lo informado para otros oligopectatos. En los cultivares
de yuca estudiados, para el crecimiento de &pices el empleo del producto a la
concentraciéon de 5 mg L™ en sustituciéon de ANA en los medios de cultivos brindé
resultados similares al tratamiento control. En la fase de multiplicacion de yemas
axilares, el empleo de Pectimorf® a 10 mg L™, resulté adecuado, obteniéndose
resultados superiores al medio control con 0,01 mg L™ de ANA. Se comprobd un
efecto residual sobre las vitroplantas, el cual se manifesté por un aumento en la tasa
de crecimiento, altura, contenido de masa fresca y masa seca, asi como algunos
cambios en la anatomia de las hojas, que provocaron un mayor porcentaje de
supervivencia en la fase de aclimatizacion (superior al 90 %). Se demostré mediante
los andlisis realizados que Pectimorf® no produjo cambios en las caracteristicas de
las plantas micropropagadas. Los resultados permitieron proponer un protocolo para

la micropropagacion de los cultivares de yuca "CMC-40" y “Sefiorita”.
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1 INTRODUCCION

La falta de tecnologias para la produccién de material de plantacién, en cantidad
suficiente y con condiciones fitosanitarias 0ptimas, se ha convertido en un obstaculo
para el desarrollo a escala comercial de los cultivos de reproduccion agamica
(Rodriguez, 2015). La propagacion vegetativa convencional favorece la diseminacion
de plagas, lo cual afecta el volumen y la calidad del material de plantacion y el
rendimiento en dichos cultivos.

La yuca (Manihot esculenta Crantz), constituye el cuarto producto alimenticio en
importancia, en lo referente a cantidad de calorias producidas, después del arroz
(Oryza sativa L.), trigo (Tritricum aestivum L.) y maiz (Zea mays L.) y forma parte de
la dieta de méas de 1 000 millones de personas (Ruiz et al., 2010).

En Cuba, es un valioso alimento desde la época de los aborigenes y componente
importante en la dieta tradicional basica de la poblacién; ademés se emplea en la
alimentacion de cerdos y aves y como banco de proteinas, fundamentalmente para la
ganaderia (Medero, 2006).

La aplicacion de las técnicas de cultivo in vitro es una alternativa de gran utilidad
para la produccion de semilla agamica basica a gran escala. Segun plantean algunos
autores (Solis et al., 2011; Demeke et al., 2014; Hine et al., 2014), estas técnicas
permiten recuperar el vigor y la productividad de las plantas y, a su vez, contribuyen
a la produccion de grandes volimenes de material de siembra de alta calidad
fisiologica (Posada, 2016). También, permiten la propagacion de plantas libres de
virus y de cualquier otro patdgeno (Albarran et al., 2011).

Sin embargo, los costos de los protocolos de micropropagacion son relativamente
altos, porque resultan exigentes en cuanto a la composicion del medio de cultivo
especialmente, en lo referente al empleo de reguladores del crecimiento. En este
sentido, resulta importante modificar los protocolos de regeneracién de plantas de
yuca mediante el cultivo in vitro de tejidos, ya sea por embriogénesis somatica
(Medina et al., 2003; Medero, 2006; Ochoa et al., 2012) u organogénesis (Li et al.,
1998; Medero et al., 2001; Dawit, 2009; Mapayi et al., 2013), mediante la introduccién
de productos bioactivos de produccion nacional, como alternativa para mejorar la

eficiencia economica del proceso (Hernandez et al., 2009).



Pectimorf®, es considerado un regulador del crecimiento no tradicional y se produce
en Cuba a partir de degradaciones enzimaticas parciales de las paredes celulares de
cortezas de frutos citricos (Cabrera et al., 2003). Este producto, se ha empleado
como sustituto de hormonas tradicionales en protocolos de micropropagacion,
porque estimula el crecimiento y diferenciacion en cultivos como el tomate (Solanum
lycopersicon L.) (Plana et al., 2003), cafia de azucar (Sacharum officinarum L.)
(Nieves et al., 2006), malanga (Colocasia sp.) (Hernandez et al., 2009) y platanos
(Musa ssp.) (Izquierdo, 2013). También es considerado un potente elicitor de defensa
en plantas (Suarez et al., 2013).

Uno de los problemas de la aplicaciéon del cultivo de tejidos, es la variabilidad
generada por la técnica de propagacion in vitro empleada, aspecto que con el
desarrollo de los marcadores citoldgicos, isoenzimaticos y moleculares ha
posibilitado detectar cambios genéticos (Posada, 2016).

Teniendo en cuenta la problemética sefialada anteriormente, se consideré importante
estudiar el efecto de Pectimorf® sobre la expresion de los genes IAA-5 y SAUR-16
que codifican para las auxinas en plantas (Savatin et al., 2011), asi como validar su
efecto en las diferentes fases del protocolo de micropropagacion in vitro de la yuca,
con vistas a optimizar este proceso para la obtencién de semilla agamica de calidad
en las biofabricas y el fomento de bancos de semilla élite para ser utilizadas en la
produccion, y contribuir asi, a la elevacion de los rendimientos de este cultivo en el
pais.

Es por ello que, a partir de los resultados del empleo de Pectimorf® en diferentes
cultivos, se propuso el siguiente Problema Cientifico: “;Es posible emplear
Pectimorf® en sustitucion o como complemento de reguladores del crecimiento
tradicionales en el protocolo de micropropagacion de yuca (Manihot esculenta C.)
para la obtencion de vitroplantas vigorosas e idénticas al material de partida?

Para ello se planteé la siguiente Hipdtesis de trabajo: El empleo de Pectimorf® en las
diferentes fases de la micropropagacion de los cultivares de yuca (Manihot esculenta
C.), '"CMC-40" y "Sefiorita’, en sustitucibn o como complemento de reguladores en
los medios de cultivo, permite la obtencion de vitroplantas vigorosas y genéticamente

estables.



Para dar respuesta a esta hipotesis se plante6 el siguiente Objetivo General:
Demostrar la posibilidad del uso de Pectimorf® en el protocolo para la
micropropagacion de la yuca, en sustitucion o como complemento de reguladores del
crecimiento tradicionales empleados en el mismo, para la obtencién de plantas

vigorosas sin afectar la estabilidad del material obtenido.

Los Objetivos Especificos propuestos fueron los siguientes:

Comprobar, a través del modelo biolégico internacionalmente establecido, el posible
antagonismo entre la accion de los oligopectatos y las auxinas.

Determinar el efecto de Pectimorf®, como complemento o sustituto de los reguladores
empleados en los medios de cultivo, en las diferentes fases de la propagacion in vitro
de la yuca, cultivares "CMC-40" y “Sefiorita’.

Determinar el efecto de Pectimorf® sobre la estabilidad genética del material obtenido

por micropropagacion.

Novedad Cientifica

Se informa para la ciencia, la accién de Pectimorf® sobre la expresion de los niveles
de transcripcion de los genes IAA-5 y SAUR-16, empleando como modelo A. thaliana
(cv. Columbia O), en presencia de acido indolacético (AlA).

Se sefiala por primera vez, el efecto que ejerce Pectimorf®, en las diferentes fases de
la propagacion in vitro de la yuca, cultivares "CMC-40" y “Sefiorita’.

Se indica que Pectimorf® posee un efecto residual, que favorece la aclimatizacién de
las plantas, al conferirles mayor tasa de crecimiento, altura, contenido de masa

fresca y masa seca y modificaciones en el tamafio de los estomas.

Importancia tedrica

Se demuestra que Pectimorf® ejerce una accién inhibitoria sobre la expresién de los
niveles de transcripcion de los genes IAA-5 y SAUR-16 que son inducidos
tempranamente por auxinas en la planta modelo A. thaliana, lo cual evidencia que su
accion sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas se ejerce independientemente

de ellos.



Se revela que Pectimorf® no produjo cambios en el nivel de ploidia, la anatomia de
las plantas ni a nivel bioquimico y molecular en el material vegetal obtenido por

micropropagacion.

Importancia practica

Se ofrece una metodologia para la micropropagacion de los cultivares de yuca,
"CMC-40" y “Sefiorita’, con el empleo de Pectimorf®, en los medios de cultivo, la cual
podria emplearse en los laboratorios de propagacion comercial masiva (biofabricas),
con el consiguiente impacto en la sustitucion de importaciones de los reguladores

empleados actualmente en Cuba.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades del cultivo de la yuca (Manihot esculenta Crantz)

2.1.1 Taxonomiay Origen

La yuca pertenece al reino Vegetal, division Spermatophyta, subdivision
Angiospermae y a la clase Dicotiledoneae. Se encuentra ubicada en el orden
Euphorbiales, familia Euphorbiaceae, tribu Manihotae a la que pertenece el género
Manihot.

La familia Euphorbiaceae, constituida por unas 2 700 especies, se caracteriza por un
notable desarrollo de los vasos laticiferos, compuesto por células secretoras
llamadas galactocitos y éstos producen la secrecion lechosa que caracterizan a las
plantas que la representan. También constituyen a esta familia numerosas malezas,
plantas ornamentales y otras de valor medicinal. Un género muy importante de esta
familia lo constituye Manihot, el cual solo se encuentra en las Américas. Se han
descrito alrededor de 98 especies asignadas a este género, de las que solo la yuca
(Manihot esculenta Crantz) tiene relevancia econémicay es cultivada.

El nombre cientifico de la yuca, fue pronunciado originalmente por Cranzt, en 1766.
Posteriormente, fue clasificada por Pohl en 1827 y Pax en 1910 como dos especies
diferentes, dependiendo si se trataba de yuca amarga (M. utilissima) o dulce (M.
aipi). Finalmente Allem (1995) propuso que la especie M. esculenta fuera dividida en
tres subespecies: M. esculenta, M. flavellifolia y M. peruviana, el cual sugiri6 que
estas dos ultimas subespecies son formas silvestres de la versién cultivada M.
esculenta subespecie esculenta.

Acerca del origen de la yuca, la mas antigua y hasta ahora mas sostenida hipotesis
se le atribuye al botanico y gedgrafo de plantas De Candolle alrededor de 1967,
quien basado en la abundancia de especies silvestres en la parte norte- oeste del
Brasil y que muestran la antigiiedad del cultivo de la yuca en dicha region, propuso
gue ésta fue primeramente cultivada alli. Numerosas evidencias apuntan a que el
area de domesticacion de la yuca comprende una vasta region desde México hasta
Brasil. Esta especie pudo cultivarse desde hace 5 000 afios (Simmonds, 1976).



La yuca podria ubicarse en una categoria que Harlan en 1971, cita Hershey y Amaya
(1983), llama cultivos “no-céntricos”, es decir, aquellos que parecen no tener un
centro de origen ni de diversidad y que pudo domesticarse en un area muy amplia.
2.1.2 Importancia econdémica

En el mundo, la yuca es el cuarto producto alimenticio basico en importancia, en lo
referente a cantidad de calorias producidas, después del arroz (Oryza sativa L.), trigo
(Tritricum aestivum L.) y maiz (Zea mays L.) y forma parte de la dieta de mas de 1
000 millones de personas (Ruiz et al., 2010).

La yuca, catalogada como la mas importante en el género de raices, rizomas y
tubérculos tropicales, tiene su principal valor econémico en su 6rgano de reserva o
almacenamiento de energia, las raices, éste tiene diversos usos en la alimentacion
humana y animal, aunque su follaje se aprovecha para la alimentacion animal en
algunas zonas rurales y en Africa, se utiliza como verdura fresca para consumo
humano (ELTIEMPO, 2014).

Este producto se comercializa como raiz fresca y procesada para consumo humano,
como insumo en la industria alimenticia, como materia prima en la industria
productora de alimentos balanceados para animales y como producto intermedio en
la industria no alimenticia (AGROZ2, 2014). En la tabla 1, se observa el alto valor
nutricional de la yuca, en la composicion quimica de la harina de raices en base a

masa seca.

Tabla 1. Composicion quimica de la harina de yuca (Manihot esculenta C.) de la raiz
completa y de la raiz sin ciscara (base seca).

Contenidos (%)

Componentes j i o
Raiz con cascara Raiz sin cascara

Materia seca 100,00 100,00
Carbohidratos disponibles 83,80 92,40
Proteina cruda 3,05 1,56
Ceniza 2,45 2,00
Hemicelulosa 1,16 1,45
Extracto 1,04 0,88

Fuente: Ceballos (2002)



Las hojas al igual que las raices, tienen importantes usos. En el continente
africano, estas son procesadas y utilizadas en el consumo humano, estas tienen
gran valor nutricional (Tabla 2) y altos niveles de proteina (18- 22%) (Buitrago,
1990).

Tabla 2. Concentracion de elementos minerales en hojas y raices de

yuca.
Concentracion Concentracion
Elemento promedio en hojas promedio en raices
(mg/100g masa seca) (mg/100g masa seca
Fe 94,4 9,6
Mn 67,9 1,2
B 66,1 2,4
Cu 7,3 2,2
Zn 51,6 6,4
Ca 12 324 590
Mg 7198 1153
Na 11,4 66,4
K 10109 8 903
P 3071 1284
S 2714 273

Fuente: Ceballos y Cruz (2002)

El producto industrial mas importante elaborado con base en yuca es el almidén, que
se usa en las industrias alimenticia y textil y en la fabricacion de papeles y adhesivos,
aunque también tiene potencial en la produccién de dextrosa y otros derivados
(Cocinayvino, 2014).

En Cuba esta raiz rustica, no solo es un alimento basico para muchas familias
campesinas de escasos recursos, constituye un valioso alimento desde la época de
los aborigenes, mucho antes de la llegada de los colonizadores espafioles (Medero,
2006). Constituye un componente importante en la dieta tradicional de la poblacion.
Su follaje se emplea en bancos de proteina para la ganaderia vacuna y como
sustituto en la confeccion de concentrados para la alimentacion de cerdos y aves.

Su importancia se debe ampliar con su potencialidad como materia prima en la
produccion de etanol y, en ese sentido, en Tailandia hay un fuerte incremento de la
produccion de etanol a partir de yuca (Nguyent et al., 2007), podria ser la
disminucion de los costos de produccion un elemento importante para la

competitividad de este biocombustible.



Adicionalmente, la yuca tiene una alta tolerancia a la sequia, capacidad de
produccion en suelos &cidos y degradados tipicos de algunas regiones de paises
tropicales y la resistencia a diversas plagas (Cadavid, 2005). Por las razones antes
expuestas, este cultivo se convertira en los proximos afios, en la reina de las
viandas, en todo el mundo.

En Cuba, es de gran interés el desarrollo en conocimiento sobre el cultivo, de
genotipos mas productivos y mejor adaptados a las condiciones que imponen el
cambio climatico y las nuevas exigencias del mercado del siglo XXI (Beovides et al.,
2014).

2.2 Cultivares comerciales en Cuba

Dentro de la estrategia varietal nacional para el cultivo de la yuca, definida por el
Instituto de Investigaciones en Viandas Tropicales (INIVIT), se encuentran los
cultivares siguientes: 'Sefiorita’, 'CMC-40', 'CEMSA 74-725', 'CEMSA 74-6329' e
“INIVIT Y93-4". Segun encuestas realizadas a productores del occidente cubano
(Hernandez, 2004), 'CMC-40' y 'Seforita’ fueron los de mayor aceptaciéon por los
agricultores de la zona.

Caracteristicas del cultivar "CMC-40

Plantas de 1,5-2,5 m de altura, con mas de dos ramificaciones, de porte semi-erecto,
tallos de color marrén oscuro, hojas 5-7 I6bulos, follaje joven verde-rojizo, peciolos
rojos, hojas adultas verdes, hojas jovenes rosadas, |6bulos simples, peciolos
inclinados hacia arriba, de forma irregular, posee mas de 10 raices por planta, de
superficie rugosa y crecimiento oblicuo, sésiles, conicas o cilindricas, de color
castafio oscuro la pelicula externa, corteza rosada y pulpa blanca. Dentro de sus
principales caracteristicas se destacan su alta productividad y ciclo corto (6-10
meses) (INIVIT, 2004).

Caracteristicas del cultivar “Sefiorita’

Tallo verde amarillo, con yemas de color amarillo-rosado, hojas verdes con los
nervios y peciolos ligeramente rosados en adultas, en hojas jovenes los peciolos son
rojos por la parte superior y verde-rojo por la parte inferior. Plantas de porte erecto,
no ramificada o poco ramificada. Tallo muy vigoroso y de entrenudos cortos. Posee

raices cortas y de color blanco, cada planta produce un promedio de 8-12, bastante
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superficiales, lo cual facilita la cosecha. El ciclo es largo, mas de 10 meses. En este
cultivar se destaca su excelente calidad culinaria.

2.3 Formas de propagacion

Los agricultores reproducen el cultivo de la yuca mediante la propagacion vegetativa,
utilizando semillas asexuales (estacas o pedazos de tallos) en siembras repetidas, lo
que constituye un riesgo, ya que es posible diseminar enfermedades fitopatogenas
(Albarran, 2003), constituyendo una de las principales limitantes en los rendimientos
y la expansion del cultivo (Mantilla, 1996).

Se puede propagar también de forma sexual, a partir de la semilla botéanica, pero
ésta tiene el inconveniente de la segregacion, ya que esta especie es albgama y por
tanto, heterocigética (Ceballos y Cruz, 2002).

Otra via de propagacion la constituye la aplicacién de las técnicas de cultivo in vitro o
propagacion clonal in vitro, la cual es motivo de frecuentes estudios y se han
alcanzado logros en la micropropagacion (Roca et al., 1991; Fregene et al., 2002). La
siembra de meristemos de yuca ofrece mdultiples ventajas, entre ellas, se recupera el
vigor y la productividad de las plantas y a su vez, contribuye a la produccion de
propagulos de alta calidad libres de virus y de cualquier otro patégeno (Mederos et
al., 2000; Albarran, 2003).

Las técnicas de cultivo in vitro, se basan en el aislamiento de una porcién de tejido
de la planta, la cual es cultivada bajo condiciones asépticas, en un medio de cultivo
de composicién definida. De forma general, existen varias vias para realizar la
propagacion clonal in vitro, entre estas se encuentran el cultivo de meristemos,
apices o yemas axilares y embriones sexuales, la organogénesis y la embriogénesis
somatica (Perea, 1993; Bull et al., 2009; Ochoa et al., 2012; Mayapi et al., 2013).

2.4 El Cultivo de tejidos

Los primeros intentos de cultivo de células fueron realizados por Haberlandt en 1902,
quien postulo el principio de la totipotencia celular, que es la base teorica sobre la
gue se sustentan todas las técnicas del cultivo in vitro (Jiménez, 1998). Haberlandt
enfatiz6 el concepto de totipotencia celular, el de hormonas de crecimiento y de callo,

a este ultimo lo define como una masa amorfa de células y predijo la posibilidad de


http://www.ceniap.gov.ve/ceniaphoy/articulos/n3/texto/albaran.htm

que algun dia se pudieran cultivar embriones artificiales provenientes de células
vegetativas (Pierick, 1991).

El cultivo de tejidos puede definirse como el conjunto de técnicas que permiten el
cultivo en condiciones asépticas de Organos, tejidos, células y protoplastos, a
emplear en los medios nutritivos artificiales. Las etapas principales en el desarrollo

del cultivo de tejidos segun Pérez (1998) son:

o 1890- 1930 Primeros intentos para cultivar células en condiciones asépticas.
Formulacién de los problemas a resolver para lograr que las células aisladas

provocaran division celular.

. 1930- 1955 Cultivo de células, tejidos y érganos.

1950- 1960 Morfogénesis in vitro.

o 1960- 1970 Propagacion in vitro.

o 1970- 1980 Trabajos con protoplastos de células vegetales.
o 1980- 1990 Variacion somaclonal, genética de las células somaticas.
o 1990- 2000 Hibridacién somatica, semilla artificial, transformaciéon genética,

cultivo de anteras, marcadores moleculares, ingenieria genética.

. 2000- actualidad. Desarrollo de la Biologia Molecular, Genémica y Protedmica.
2.4.1 Aplicaciones

El cultivo de tejidos vegetales presenta aspectos y aplicaciones practicas muy
variadas, tales como: mejora genética, multiplicacion vegetativa (micropropagacion),
obtencion de plantas libres de virus y otros patdgenos, obtencion de haploides y
lineas isogénicas, conservacion de germoplasma, crioconservacion, cultivo de
células y protoplastos, variacion somaclonal, embriogenésis somatica, ingenieria
genética, marcadores moleculares y otros (Villalobos y Thorpe, 1991; Beltran et al.,
2010).

2.4.2 Aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos en yuca

Las técnicas de cultivo de tejidos en yuca, se emplean para la conservacion e

intercambio de germoplasma (Roca y Beltrdn, 1984), saneamiento de cultivares
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(Roca et al., 1991), y para la crioconservacion y mejoramiento genético de genotipos
de gran importancia econémica (Escobar et al., 2004).

Roca (1984), plante6 que la via mas frecuente para la micropropagacion de la yuca
es el cultivo de apices y segmentos del tallo. En estudios sobre el desarrollo de
callos, se demostr6 que el empleo de auxinas y citoquininas en los medios de cultivo
son necesarias para el crecimiento y formacién de raices (Noerhadi y Widiyanto,
1982). Li et al., (1995), observaron la regeneracion de brotes a partir de cotiledones
de embriones somaticos germinados, al afiadir en el medio de cultivo la 6-
bencilaminopurina (6-BAP) y &cido indolbutirico (AIB).

El primer trabajo sobre embriogénesis somatica en yuca se realiz6 por Stamp y
Henshawn (1982), a consecuencia se evaluaron distintos tipos de explantes y
auxinas sintéticas en diferentes concentraciones (Medero et al., 2000; Medina et al.,
2003; Feitosa et al., 2007), los cuales demostraron que los meristemos axilares y
apicales son capaces de producir eficientemente embriones somaticos (Medero et
al., 2000), también se determiné que las auxinas sintéticas Picloram y Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) son eficientes para la induccion de embriones somaticos.
Sin embargo se encontraron cultivares especificos en los cuales solo se inducen
embriones somaticos con auxinas diferentes como Dicamba (Acido 3,6-Dicloro-o-
anisico) (Medina et al., 2003).

En la actualidad, aun se continua investigando el papel de los reguladores del
crecimiento y las caracteristicas fisicas de los medios de cultivo, en aras de
establecer nuevos protocolos de propagacion in vitro de yuca, ya sea por
embriogénesis somatica o via organogénesis, con el fin de obtener metodologias que
estandaricen cultivares recalcitrantes y de alto valor agronémico (Ochoa et al., 2012,
Mayapi et al., 2013). Por las razones mencionadas, se hace necesario trabajar en
mejorar los protocolos de propagacion in vitro y ampliar el nimero de cultivares que
respaldan a esta forma de propagacion.

2.5 Medios de cultivo

Los principales componentes nutricionales del medio de cultivo para el crecimiento
ilimitado de células, tejidos u 6rganos fue establecido en los ultimos 40 afios, gracias

a los aportes de numerosos investigadores. Mediante el medio de cultivo sintético se
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le debe proporcionar al explante (células, tejidos u érganos) los requerimientos
nutricionales esenciales (sales inorganicas, reguladores del crecimiento, vitaminas,
fuentes de carbono y aminoacidos) en la proporcion y dosis especificas para cada
especie y tipo de tejido (Alvarenga, 2007).

Cuando se va a establecer un cultivo por primera vez, el procedimiento usual
consiste en probar un medio previamente estudiado y que podria modificarse al
nuevo material vegetal. Alternativamente, puede probarse un medio de composicion
relativamente simple, al cual se van a adicionar otros componentes nutritivos
complejos. Generalmente, la complejidad del medio aumenta a medida que
disminuye el tamafio del explante a cultivar.

Existe un total de 260 medios de cultivos publicados y muchas revisiones acerca de
ellos asi como de su composicidn; estos difieren esencialmente por su composicion
general de sales.

El medio Murashige y Skoog (1962) es, sin lugar a dudas, el que mas se emplea
cuando se trata de organogénesis (Perez-Tornero, Tallon y Porras, 2010; Babak,
Ahmad y Masoud, 2013; Sutan, Popescu e Isac, 2010; Elektra, Bari y Petrit, 2013) el
cual tiene la peculiaridad de ser un medio rico en sales. Otros medios como el medio
de Vacin Went (1949) o medio Knudson (1946), poseen una baja composicién de
sales. Actualmente, numerosos autores emplean en los medios de -cultivos
componentes organicos (Asghar et al.,, 2011; Salazar y Cancino, 2012) con el
objetivo de mejorar la eficiencia del requerimiento nutricional de los cultivos
micropropagados.

2.5.1 Composicion del medio de cultivo

De forma general, los medios de cultivo se encuentran constituidos por los siguientes

compuestos:
2.5.1.1 Sales inorganicas

a) Macroelementos: También se denominan macronutrientes o elementos mayores.
Juegan un rol importante en la vida de las plantas y son requeridos en mayores
cantidades. Ellos son: carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N), fésforo

(P), potasio (K*), calcio (Ca**), magnesio (Mg) y azufre (S).
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b) Microelementos: Son componentes de la célula de la planta, resultan importantes
para su metabolismo y fisiologia y se emplean en pequefias cantidades. Estos son:
hierro (Fe), Zinc (Zn), Manganeso (Mn), Cobre (Cu), Molibdeno (Mo). (Lopez, 1990).
Los microelementos resultan indispensables para el crecimiento vegetal, ya que
intervienen como activadores de sistemas enzimaticos. Se suministran al medio de
cultivo bien con el objetivo de evitar cualquier carencia o0 se utlizan a
concentraciones mas altas con el objetivo de provocar una activacion del
crecimiento.

2.5.1.2 Vitaminas

Son compuestos organicos complejos necesarios para llevar a cabo ciertas funciones
cataliticas en el metabolismo celular de las plantas. Las vitaminas favorecen el
crecimiento de los téjidos en cultivos in vitro y no se excluye que la falta de alguna de
ellas pueda ser un factor limitante en los fendmenos de organogénesis.

La tiamina (vitamina B1) tiene importancia en el cultivo de células y érganos, la cual
se afiade en cantidades que varian de 0,1-1,0 mg L™). También se sefialan efectos
favorables para el acido nicotinico (vitamina B5), la piridoxina (vitamina B6) y la
riboflavina en el crecimiento de los cultivos.

Mroginki y Roca (1991) plantearon que los tejidos cultivados in vitro son capaces de
sintetizar las vitaminas esenciales, pero su adicion al medio mejora el crecimiento de
los mismos; entre ellas estan el mioinositol 0 mesoinositol, piridoxina, acido nicotinico
(vitamina B5), &cido pantotenico, acido fdlico, entre otras. La incorporacion de
mioinositol al medio (100 mg L™) generalmente trae como resultado un mejor
crecimiento de los callos y suspensiones celulares.

2.5.1.3 Aminoéacidos

Pueden acumularse de forma libre en los tejidos o asociarse entre si formando
proteinas, la proporcion en que esto ocurre varia en dependencia de las variedades y
especies, el oxigeno y los estados nutricional, fisiologico y ambiental. En ocasiones,
se verifico el efecto antag6nico de algunos aminodacidos en relaciéon con la biosintesis
de otros. Algunos incorporan el nitrbgeno mas rapido al medio que el propio
nitrégeno inorganico; puede prescindirse de ellos si el balance de sales inorganicas

es adecuado. Los aminoacidos también pueden actuar como agentes quelatantes.
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Se utilizan preferiblemente los L-isomeros: L- cisteina, L- adenina, L- asparagina y L-
serina. Tienen diferentes funciones en sistemas: la L- glutamina, y la L- asparagina
son transportadores de nitrogeno, L- arginina estimula la raices; L- serina es
empleada en el cultivo de microporos y L- cisteina es un agente reductor, la glicina
se utiliza como suplemento (Pierick, 1991).

2.5.1.4 Carbohidratos

Muy pocos cultivos in vitro son autotrofos y, por tanto, es necesario agregar al medio
una fuente de carbono. La sacarosa en el rango comprendido entre 2-5% es el
azucar que mas se utiliza (Nkere et al.,, 2009; Zuraida et al., 2014), se puede
reemplazar por glucosa y en menor medida por fructosa; en general, la maltosa y la
galactosa son menos efectivas (Roca et al., 1991).

2.5.1.5 Compuestos naturales

Dentro de los compuestos naturales pueden citarse: extracto de levadura (50-500 mg
L), proteina hidrolizada (30-300 mg L™) es fuente de aminoécidos, jugo de naranja
(30 %), jugo de tomate (30 %), pulpa de platano (159 g L), emulsién de pescado (1
cm® L), endospermo liquido de coco: contiene &cido organico, aminoacidos, acido
maleico, vitaminas, azlcares, reguladores del crecimiento, minerales (10- 20 %) y
extracto de malta (50-200 mg L™).

A pesar de la dificultad en el analisis de su composicién y la poca informacién en la
literatura acerca de los efectos que tienen los componentes organicos, estos son
ricos en energia, vitaminas, aminoacidos y fitohormonas (Yam y Arditti, 2009; Yong
et al., 2009).

Estos compuestos no deben emplearse en altas concentraciones; de ellos, el agua
de coco es la que mas se utiliza en los medios de cultivo, por eso muchos autores
validan a este compuesto natural como una alternativa en los sistemas de
micropropagacion (Salazar, 2012; Dominguez-Larrinaga et al., 2012; Salazar et al.,
2013).

2.5.1.6 Antioxidantes

Se utilizan en los medios de cultivos en concentraciones que oscilan de 1 a 5 mg L™,
para contrarrestar la accion de los compuestos fendlicos producidos por el tejido

dafiado durante la desinfeccion y el corte, que pueden provocar la muerte del
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explante. Entre estos pueden citarse: la L-cisteina, el &cido citrico, el carbon
activado, PVC (polivinil pirrolidona) y el DMSO (dimetil sulfoxido) (Alvarenga, 2007,
Gantait et al., 2009; Beltran et al., 2010; Rodriguez et al., 2010).

2.5.1.7 Materiales inertes o de soporte

Comunmente se emplea el agar entre 6-10 g L™ como un sistema de soporte para la
preparacién de medios soélidos o semisélidos, este soporte evita que el explante se
sumerja en el medio de cultivo. También se utilizan el Gelrite y el Phytagel en
concentracion de 2 y 8 g L™, respectivamente (Medero et al., 2010; Hernandez et al.,
2010).

El medio liquido estacionario retine todos los aspectos positivos del medio solido,
con la ventaja de que son eliminadas algunas sustancias inhibidoras que a veces
estan presentes en los geles solidificantes. Es usual el empleo de papel de filtro
como soporte y absorbente. El medio liquido en agitacion favorece el intercambio
gaseoso Y la polarizacion de los tejidos por accién de la gravedad, asi como también
los gradientes de nutrientes en el medio y en la superficie de los tejidos. La utilizacion
de un medio liquido o sdélido depende a menudo de las ventajas, habitos y/o
disponibilidad del usuario.

No menos importante es el papel que desempeiia el pH del medio, este se ajusta con
KOH o NaOH y su rango oscila entre 5-6. Después de pasar por la autoclave los
medios, el pH varia y también en el curso del desarrollo del cultivo.

2.5.1.8 Reguladores del crecimiento

Los reguladores de las plantas se definen como compuestos organicos diferentes de
los nutrientes, que en pequefias cantidades incrementan, inhiben o modifican de una
forma u otra cualquier proceso fisiol6gico del vegetal (Davies, 2004).

El desarrollo de plantas in vitro es producto de la interaccion cuantitativa entre
reguladores del crecimiento, especialmente auxinas y citoquininas (Pierick, 1991,
Roca et al., 1991).

El desarrollo normal de una planta depende de la interaccién de factores externos
(luz, nutrientes, agua, temperatura) e internos (hormonas). Una definicién abarcadora

del término hormona es considerar bajo este nombre a cualquier producto quimico de
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naturaleza organica que sirve de mensajero quimico, ya que se produce en una parte
de la planta y tiene como "blanco" otra parte de ella (Toledo et al., 1998).
Las fitohormonas comprenden a seis grupos conocidos de compuestos que ocurren
en forma natural. Se incluyen al etileno, auxinas, giberelinas, citoquininas, acido
abscisico y brasinoesteroides cada uno con su estructura particular y activos a muy
bajas concentraciones dentro de la planta (Taiz y Zieger, 2006).
En el cultivo de tejidos se utilizan los siguientes tipos de reguladores de crecimiento:
a. Auxinas
El nombre auxina significa en griego 'crecer' y es dado a un grupo de compuestos
que estimulan la elongacion celular. El &cido indolacético (AIA) es la forma
predominante, sin embargo, evidencias sugieren que existen otras auxinas indélicas
naturales en las plantas (Barcel6 et al., (1995).
Aungue las auxinas se encuentran en toda la planta, las mas altas concentraciones
se localizan en las regiones meristeméticas en crecimiento activo. Se le encuentra
tanto como molécula libre o en formas conjugadas inactivas, cuando son conjugadas
se hallan metabdélicamente unidas a otros compuestos de bajo peso molecular. Este
proceso parece ser reversible. La concentracién de auxinas libres en plantas varia de
1 a 100 mg kg' de masa fresca. En contraste, la concentracién de auxinas
conjugadas en ocasiones, es sustancialmente mas alta (Alvarenga, 2007).
Una caracteristica sorprendente de las auxinas es la fuerte polaridad a través de la
planta. Las auxinas se transportan por medio de un mecanismo dependiente de
energia, alejandose en forma basipetal desde el punto apical de la planta hacia su
base. Este flujo de auxina reprime el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo
del tallo, de esta forma mantiene la dominancia apical. El movimiento de la auxina
fuera de la lamina foliar hacia la base del peciolo parece también prevenir la
abscision.
Las auxinas estan implicadas en la regulacion de un nimero de procesos fisiolégicos
como son: crecimiento y diferenciacion celular, crecimiento y la maduracién de frutas,
formacion de raices, floracién, senescencia, geotropismo, retardan la caida de hojas,

flores y frutos jévenes, dominancia apical y geotropismo (Li et al., 2006).
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El efecto inicial de la hormona para regular posteriormente los diversos eventos
fisiologicos es aun desconocido. Durante el alargamiento celular estimulado por las
auxinas se piensa que actua por medio de un efecto rapido sobre el mecanismo de la
bomba de protones manejada por la ATPasa de la membrana plasmatica, y un efecto
secundario mediado por la sintesis de enzimas.

Entre las auxinas sintéticas mas empleadas se encuentran: acido naftalenacético
(ANA) y acido indol butirico (AIB) (Tromas y Perrot- Rechenmann, 2010). Son
utilizadas para el establecimiento de los cultivos in vitro: acido indolacético (AlA),
acido indolbutirico (AIB), &cido naftalenacético (ANA) y acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4-D) (Kieffer, Neve y Kepinski, 2010; Mora et al., 2010; Sajeevan et al., 2011;
Pérez et al., 2013).

Segun Lopez (1990), la actividad auxinica en células cultivadas in vitro se puede
clasificar de acuerdo con su potencia de la siguiente manera: 2,4-D>ANA>AIB>AIA.
En la practica el uso de las auxinas es un arte; es imposible establecer una
concentracion particular de la auxina que se debe utilizar en un solo caso. El 2,4-D
€S una auxina toxica a concentraciones altas, su empleo es amplio, muchas veces
ligado a citoquininas, en trabajos de cultivos celulares, embriogénesis somatica, etc.
Estas fitohormonas participan en la expresion de diferentes genes, por ejemplo
Savatin, et al., (2011), al aplicar concentraciones de AIA (Acido indolacético) a
plantulas de Arabidopsis thaliana L, observé la activacion de un grupo de genes que
se expresaron ante la presencia de estas hormonas considerandolos genes
marcadores para las auxinas, entre ellos IAA (IAA5 [At1g15580], IAA19 [At3g15540],
IAA20 [At2g46990], 1AA22 [Atlgl9220], SAUR16 [At4g38860], SAUR-AC1
[At4g38850] y GH3.3 [At2g23170]. Respecto al gen SAUR16, comenta que este gen
se utiliza rara vez como marcador de respuesta a las auxinas, sin embargo se
emple6 porque es fuertemente reprimido ante la presencia de los
oligogalacturonidos.

Segun la base de datos encargada de recoger todos los testimonios de microarreglos
de Arabidopsis thaliana L (GENEVESTIGATOR (2014)), existen registros donde se
emplea la auxina acido naftalenacético (ANA) y acido indolacético (AIA) en la

expresion de iguales genes.

17



b. Citoquininas
Inicialmente fueron llamadas quininas; sin embargo, al uso anterior del nombre para
un grupo de compuestos de la fisiologia animal, se adopt6 el término citoquinina (cito
kinesis o division celular). Son producidas en las zonas de crecimiento, como los
meristemos y en la punta de las raices y se traslocan muy poco o casi nada en la
planta. Sin embargo, cuando los compuestos se encuentran en las hojas son
relativamente inmoviles (Taiz y Zieger, 2006).
Las mayores concentraciones de citoquininas se encuentran en embriones y frutas
jovenes en desarrollo, donde se produce una rapida division celular (Kuderova et al.,
2008).
Otros efectos generales de las citoquininas en plantas incluyen: estimulacién de la
germinacion de semillas, ruptura del letargo de semillas, estimulacion de la formacion
de frutas sin semillas, induccion de la formacién de brotes laterales, tropismos,
mejora de la floracion, alteracion en el crecimiento de frutos, ruptura de la
dominancia apical, estimula el desarrollo de los brotes laterales y modulando el
estrés abittico (Friml et al., 2002, Riefler et al., 2006, Laplaze et al.,2007, Tran et al.,
2007, Kuderova et al., 2008, Dubrovsky et al., 2008,; Argueso et al., 2010; Liang et
al., 2012; Chacoén y Céaceres, 2012).
En cultivo de tejidos, la 6-bencilaminopurina 6 6-benciladenina (6-BAP o BA)
(Rodriguez et al., 2010; Markovic et al., 2013) y las citoquininas sintéticas: 6-
furfurilaminopurina (Kinetina) y thidiazuron (TDZ) son las mas empleadas
(Chotikadachanarong y Deheeranupattana, 2013; Gomes et al., 2013). Las
concentraciones en que se utilizan varian entre 0.1-10 mg L™.
El efecto de las citoquininas en el crecimiento y la morfogénesis in vitro es
importante, pues se considera que si la relacién auxina/citoquinina en el medio de
cultivo es baja, favorece la formacion de tallos y lo contrario promueve el
enraizamiento (Buchanan et al., 2000, Persinova et al., 2008).
Algunos autores consideran que la citoquinina 6-BAP tiene mayor respuesta
comparada con otras hormonas como la Kinetina, TDZ y 2-isopenteniladenina (2iP),
ya que promueve la formacion de un mayor niumero de brotes y son de mayor

longitud, lo que se traduce en un mayor coeficiente de multiplicacién (Pérez et al.,
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2002, Dominguez, 2011). Ademas, el 6-BAP es metabolizado por los tejidos mucho
méas facil que el resto de los reguladores sintéticos y es capaz de inducir la
produccion de otras hormonas naturales como la Zeatina (Malik et al., 2007).

c. Giberelinas
Las giberelinas son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en puntas de
raices y en semillas en desarrollo y son trasportadas por el xilema y el floema. La
hormona no muestra el mismo transporte fuertemente polarizado como ocurre en las
auxinas, aunque es posible que en algunas especies exista un movimiento basipetal
en el tallo (Pierick, 1991).
Ademas de encontrarse en el floema, las giberelinas también son aisladas de
exudados del xilema, lo que sugiere un movimiento mas generalmente bidireccional
de la molécula en la planta.
Su accién va dirigida hacia el crecimiento de entrenudos, eliminan la dormancia de
yemas y semillas, inducen y aceleran la floracién, intervienen en la tuberizacion,
como accion contraria debe sefialarse la inhibicion del crecimiento normal de raices y
tallos en cultivo de callos (Bari y Jones, 2009; Lalitha et al., 2013). El acido giberélico
(AG3) fue la primera de esta clase de hormonas en ser descubierta.

d. Acido abscisico
El acido abscisico (ABA), conocido anteriormente como dormina o abscisina, es un
inhibidor del crecimiento natural presente en las plantas. Inhibe el crecimiento
vegetativo de Organos, la fotosintesis, regula la dormancia y germinacion y la
respuesta a los diferentes estreses abibticos y bidticos (Ton et al., 2009, Cutler et al.,
2010, Kim et al., 2010).
Esta hormona juega un papel regulador en respuestas fisiol6gicas tan diversas como
el letargo, la abscision de hojas y frutos y el estrés hidrico, y por lo tanto tiene efectos
contrarios a las de las hormonas de crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquininas).
Tipicamente la concentracion en las plantas es entre 0,01 y 1 mg L™, sin embargo,
en plantas marchitas la concentracién puede incrementarse hasta 40 veces. El acido
abscisico se encuentra en todas las partes de la planta, sin embargo, las
concentraciones mas altas parecen estar localizadas en semillas y en frutos jovenes

en la base del ovario (Taiz y Zieger, 2006).
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Este grupo bloquea el efecto del AG3; y de las citoquininas, es estimulante de la
abscision de las hojas y de la dominancia, inhibe la sintesis de ARN, promueve el
cierre estomatico. Se utiliza en casos muy especiales, como por ejemplo para
estimular la sincronizacion de la embriogénesis somatica en ciertos cultivos
(Gonzalez et al., 2006; Alvarenga, 2007).
Recientemente son varios los grupos que trabajan en dilucidar los mecanismos
moleculares por los que ABA regula el crecimiento de la raiz primaria en los
vegetales, tomando como referencia Arabidopsis thaliana L y creando mutantes
sensible e insensibles para inhibicién del crecimiento de la raiz primaria frente a ABA
(Ren et al., 2010; Wang et al., 2011; He et al., 2012).

e. Etileno
El etileno (C;H4), es un hidrocarburo muy diferente a otras hormonas vegetales
naturales. Aunque se conoce desde principios de siglo que el etileno provoca
respuestas tales como geotropismo y abscisién, no fue sino hasta la década del 60
del pasado siglo que se empez6 a aceptar como una hormona vegetal.
El etileno parece producirse por todas las partes de las plantas superiores, y la tasa
varia con el 6rgano y tejido especifico y su estado de crecimiento y desarrollo. Se
encontré que las alteraciones en la tasa sintética estdn asociadas al desarrollo de
ciertas respuestas fisiologicas en plantas y sus secciones, por ejemplo, la
maduracion de frutas climatéricas y la senescencia de las flores.
El etileno es una hormona vegetal en forma de gas, indiferente a la luz y oscuridad.
Tiene efectos sobre la maduracién, abscision, senescencia, dormancia, floracion y
otras respuestas (Harper et al., 2000, Rahman et al., 2002, Swarup et al., 2002,
Alonso et al., 2003).

f. Brasinoesteroides y sus analogos
Los brasinoesteroides estan considerados desde 1997 como la sexta clase de
hormonas vegetales. En la actualidad la brasinolida (Figura 1), junto con otros 58
compuestos similares estructuralmente se agrupan en esta familia (Bajguz y Hayat,
2009).

20



Figura 1. Estructura de la brasinélida (Cita Izquierdo, 2013).

Los brasinoesteroides son derivados de esteroles polihidroxilados con una estructura
muy similar a su contraparte esteroidal en animales. Se encuentran en las plantas a
muy bajas concentraciones y distribuidos a lo largo de todo este reino (Clouse,
2002).

Segun Nufez et al., (2013), son compuestos de un grupo de polihidroxiesteroides
que existen naturalmente y que son derivados del 5 o colestano, estimulantes del
crecimiento de las plantas. Estos reguladores ademas de manifestar una respuesta
sinérgica con las auxinas, se emplean a menores concentraciones que éstas, para
lograr los mismos efectos (Goda et al., 2004).

Los brasinoesteroides se encuentran, entre otros organos, en el polen, las hojas, las
yemas, las flores y las semillas en proporciones y formas diferentes (Seeta et al.,
2002). Son identificados quimicamente mas de 50 brasinoesteroides de fuentes
vegetales y la brasindlida es la que posee mayor actividad biolégica.

El Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Quimica de la Universidad
de La Habana, trabaja en la sintesis de analogos de brasinoesteroides (MH5,
Biobras-6, Biobras-16, entre otros), estos constituyen nuevas sustancias reguladoras
de produccidn nacional, capaces de influir en varios procesos fisiologicos en el
vegetal, como la elongacion y divisién celular y también involucran respuesta en las
plantas a estrés abidticos (Nufiez et al., 2010).

Los analogos de brasinoesteroides también se emplean en la biotecnologia agricola
cubana, por ejemplo Garcia et al., (1997), emple6é formulaciones conocidas como

Biobras-6 y MH-5, evidencio que estimuld la formacion de callos en café (Coffea
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canephora cv. "Robusta’) en sustitucién de la citoquinina 6-BAP. Posteriormente, en
los dltimos afios existe bastante informacidn sobre el empleo de estas sustancias en
los protocolos de micropropagacion de cultivos de reproduccion agamica como es el
caso del género Musa spp. (Héctor et al., 2007; Izquierdo, 2013).

Teniendo en cuenta los avances logrados en el estudio de estas sustancias y sus
analogos a nivel mundial, es muy probable en breve tiempo se pueda esclarecer sus
mecanismos y modo de accién en los tejidos vegetales.

2.6 Otras sustancias empleadas como reguladores del crecimiento

La tendencia actual de la biotecnologia agricola, es la busqueda de sustituyentes de
origen bioldgico y/o quimico en la optimizacion de los medios de cultivo con vistas a
mejorar la eficiencia econdémica del proceso, al emplear insumos nacionales, técnicas
sencillas, confiables y menos costosas, con el fin de sustituir total o parcialmente los
reguladores del crecimiento empleados tradicionalmente en los costosos y complejos
esquemas de micropropagacion de las diferentes especies vegetales. (Gonzalez et
al., 2004; Hernandez et al., 2010; lzquierdo, 2013). Entre estas sustancias de
produccion nacional, empleadas en la biotecnologia vegetal se encuentran:

2.6.1 Biopreparados bacterianos

Actualmente, diferentes laboratorios en el mundo estan encaminados en la busqueda
de soluciones alternativas en la utilizacion de microorganismos de la rizosfera que
estimulan el crecimiento y los mecanismos de defensa de las plantas (Compant et
al., 2010, Souza et al.,, 2010). La colonizacién de las raices de las plantas por
especies de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) ofrece
perspectivas de desarrollo interesantes en cuanto a la agricultura sostenible, ya que
permiten la obtencion de altos rendimientos de las cosechas, sin la utilizacién de
altas concentraciones de productos quimicos con efectos nocivos (Hassan et al.,
2010).

En este sentido, algunos grupos de investigadores cubanos trabajan en la busqueda
de algunas rizobacterias y muy en particular las asociadas al maiz (Zea mays L) y
trigo (Triticum aestivum L), en diferentes regiones del pais (Hernandez et al., 2002).

Fueron aisladas e identificadas diferentes especies de RPCV, dentro de ellas
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Pseudomonas fluorescens M., Pseudomonas aeruginosa M. y mas de 20 cepas de
Burkolderia cepacia (Hernandez et al., 2004; Torriente, 2010).

El empleo de estas cepas de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal,
origind un bioproducto que induce resistencia a lo largo del ciclo de desarrollo de la
planta y también se aprecio los efectos de estimulacién del crecimiento del sistema
radical, asi como de la germinacion en ciertas especies vegetales. Cabe destacar,
una clara mejoria de la productividad en los cultivos de maiz (Zea mays L.), trigo
(Tritricum aestivum L.), arroz (Oryza sativa L.), frutabomba (Carica papaya L.), café
(Coffea arabica L.) y plantas ornamentales, después de ser tratadas con este
biopreparado, el cual puede utilizarse también como sustituto de reguladores del
crecimiento durante la propagacién masiva de plantas (Gonzélez et al., 2007).

2.6.2 Liplant y Biostan

Diferentes productos fueron obtenidos a partir del humus liquido y el vermicompost,
como es el caso del Liplant® y Biostan®, producidos por la Universidad Agraria de La
Habana (UNAH), como alternativas a considerar para la nutricion de las plantas,
teniendo en cuenta que son productos derivados del humus de lombriz, aportan
nutrientes en forma inorganica, que por difusién entran al tejido de la planta; ademas,
contiene fracciones de sustancias promotoras del crecimiento con los que se han
obtenido resultados satisfactorios en la propagacion in vitro del platano macho (Diaz
et al., 2004, Héctor et al., 2005, Tirado y Cabafas, 2012), obtencién de callos de
arroz (Godoy et al., 2006) y en la aclimatizacion de vitroplantas de pifia (Chea et al.,
2004).

2.6.3 Fitomas E

FitoMas-E es un nuevo derivado de la industria azucarera cubana que actia como
bionutriente vegetal con marcada influencia antiestrés, creado por el Instituto Cubano
de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA) y el Instituto
Nacional de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA) en el marco de los
programas para incrementar los rendimientos de las areas cafieras del Ministerio del
Azlcar de Cuba (Montano, 2007). Tiene su efectividad en mas de 40 cultivos de

valor econdmico al contrarrestar el déficit nutricional de las plantas, asi como los
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efectos de la sequia, el exceso de humedad, ataques de plagas y la fitotoxicidad por
agroquimicos y otros (Zuaznébar, 2008).

Su efectividad quedé demostrada tambien en el cultivo de plantas medicinales,
pastos, las flores y en el tratamiento de césped natural, en estadios deportivos, ante
situaciones de intensa sequia y sin riego (Vifals et al., 2011). Esta sustancia también
comienza a emplearse en la propagacion masiva de plantas como estimulador de los
procesos de crecimiento vegetativo (Moya et al., 2010; Cabezas et al., 2012).

2.6.4 Oligosacarinas

La pared celular de las plantas no es simplemente un esqueleto inerte y estético,
tiene funcién mecénica y protectora, asi mismo actlia como una matriz extracelular
gue interactda con las proteinas de la superficie celular aportandole informacion
sobre su posicién y grado de desarrollo (Cosgrove, 1997). Esta contiene numerosas
enzimas y pequefias moléculas que son biolégicamente activas y que pueden
modificar sus propiedades fisicas hasta en pocos segundos Entre estas moléculas
bioactivas se cuentan las oligosacarinas (Taiz y Zieger, 2006).

Desde su descubrimiento, las oligosacarinas (definidas estructuralmente como
fragmentos de los polisacéaridos de la pared celular) son mensajeros quimicos, con
propiedades reguladoras especificas (Cabrera, 2000). Las oligosacarinas se
desprenden de la pared celular por la accion enzimatica, ademas de su funcién como
reguladores de los distintos mecanismos de defensa en plantas (Ferrari, 2007;
Hématy et al., 2009; Galletti et al., 2011; Cervone, 2012), también actian como
reguladores de distintos procesos de crecimiento y desarrollo de la morfogénesis de
las plantas, regulan la sintesis y accién de las hormonas y distintos procesos de la
organogénesis celular (Cabrera et al., 2003; Costales et al., 2007; Savatin et al.,
2011).

La mayoria de los multiples polisacaridos que componen la pared celular de las
plantas, su compleja estructura y proporciones dependen principalmente del estado
de diferenciaciéon de la célula, la especie y del cultivar en estudio. Los mas
abundantes en las paredes celulares vegetales son celulosa, hemicelulosas y las

pectinas.
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Las oligosacarinas son oligosacéridos solubles, producidos por la degradacion
parcial de los polimeros constituyentes de la pared celular y son activos
biologicamente a muy bajas concentraciones, lo cual caracteriza a este grupo de
biomoléculas en una nueva jerarquia hormonal (Enriquez et al., 2010).

Segun Bosco et al. (2001), los &acidos poligalacturonicos son polisacaridos
gelificantes que constituyen una fraccion homogénea de las pectinas que se localizan
en la matriz extracelular de los tejidos mas jovenes de los frutos, y normalmente
exhiben un grado de esterificacion variable, generalmente las estructuras consisten
en residuos de acidos poli-a-(1-4)-galacturénico parcialmente metilados, pero con
areas parcialmente ramificadas de secciones alternadas de a-(1-2)-L-ramnosil y a-
(1-4)-galacturonosil, los cuales contienen ramificaciones en la mayoria de los lados
neutrales de la cadena central con residuos de L-arabinosa y D-galactosa, pero
también pueden contener otros residuos tales como D-xilosa, L-fucosa y &cido
D-glucuronico.

El anillo piranésido del acido D-galacturénico aparece en la conformacion de silla *C,
correspondiente a su forma mas estable. Los enlaces glicosidicos en los carbonos
uno (C-1) y cuatro (C-4) en la posicion axial-axial y el nimero de residuos de D-
galacturonatos que contiene el oligosacéarido define su grado de polimerizacion
(Schools et al., 1995) (Figura 2).

LEYENDA:
HD COOH HO QOOH T- Extremo terminal
o o~ R- Extremo reductor
HO @] @] . L,
H| O HO| O Grado de polimerizacion: 2n+ 2
O
OOH HO OCH HO HOH
T N R

Figura 2. Estructura general de los oligogalacturénidos (Cita lzquierdo, 2013).

Segun Monsoor (2005), el grado de polimerizacion de los oligogalacturénidos es el
factor estructural de mayor significacion en la definicion de su funcion biolégica. La
mayoria de los estudios de dependencia estructura—actividad evidencian que un

grado de polimerizacion igual a nueve es el tamafio minimo de los oligbmeros
25



biolégicamente activos. Sin embargo, los fragmentos pécticos con grado de
polimerizacion mayor de 16 presentan actividad biol6gica, pero esos tienen poca
movilidad en el apoplasto, por lo que tienen menor importancia como moléculas
sefalizadoras.

La interaccion de los oligogalacturénidos con la membrana citoplasmatica provoca
que esta se despolarice, influye en la entrada de Ca*" y la salida de K* de la célula,
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), fosforilacién de las proteinas de
la membrana y/o en la activacion de fosfolipasas y por consecuencia, segun la
respuesta celular se active uno o mas genes. Por ejemplo estudios en la defensa
contra patégenos en Arabidopsis thaliana L, se observo que la expresion del gen
PAD 3 fue inducida por estrés oxidativo que produjo una sobreproduccion de
peréxido de hidrogeno (H,O,) al aplicar oligogalacturénidos a hojas previamente
inoculadas con el hongo Botrytis cinerea L (Ferrari et al., 2007).

La produccion de ROS, el H,O, y los radicales de oxigeno (O%), son respuestas
comunmente denominadas explosiones oxidativas y ocurren en un corto periodo de
tiempo después de la adicion de los oligogalacturéonidos (Galletti et al., 2009), lo cual
se demostré por varios autores en diferentes cultivos, entre ellos uva (Vitis vinifera
L), papa (Solanum tuberosum L), tabaco (Nicotiana tabacum L) y Arabidopsis
thaliana L (Yoshioka et al., 2001; Yoskioka et al., 2003; Aziz et al., 2004, Xu et al.,
2006).

También, ocurre la fosforilacion de las proteinas de la membrana y/o en la activacion
de fosfolipasas. En estudios realizados en Arabidopsis thaliana L, esta sefializacion
comienza con una cascada provocada por la fosforilacion de las MAPKs (mitogen de
proteinas kinasas) inducida por la accion de la proteina AtPhos43, que finalmente
activa una variedad de respuestas relacionadas con la defensa, la produccion y
acumulacion de ROS, induccion de fitoalexinas y otros metabolitos secundarios,
sefalizacion de hormonas y hasta la muerte celular programada (Galletti et al., 2008,
Clay et al., 2009; Brutus et al., 2010). En Arabidopsis thaliana L, MPK3 y MPK6 son
proteinas quinasas MPKs activadas por patdgenos y oligogalacturénidos (OGs), que

inducen resistencia frente al hongo Botrytis cinerea L (Galletti et al., 2011).
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En Arabidopsis thaliana L, WALL- ASSOCIATED KINASE 1 (WAK 1) (siglas en
inglés), se describe como receptor de los oligogalacturonidos (De Lorenzo et al.,
2011). Esta es una proteina quinasa transmembrana que contiene un dominio
citoplasmatico serina/threorina (Ser/thr) y un dominio extracelular en contacto con el
fragmento de pectina de la pared celular. Los estudios permitieron confirmar cinco
aminoécidos especificos involucrados con dimeros y multidimeros del
homogalacturonido y la presencia de un dominio dentro del dominio extracelular de
WAK 1, que influye en la transduccién de sefiales (Brutus et al., 2010).
Generalmente, los oligogalacturénidos con un grado de polimerizacion entre 10 y 16
moléculas de acido galacturénido son los de mayor actividad biolégica. Entre estos
oligosacaridos, no se informa efectos sinérgicos ni antagonicos en la actividad
bioldgica, por lo que diferentes autores aceptan como valido utilizar en sus trabajos
de investigacién mezclas de estos compuestos (Bellincampi et al., 1995; Izquierdo et
al., 2009; Terry et al., 2011) y otros prefieren emplear oligogalacturénidos puros
(Denoux et al., 2008; Galletti et al., 2009).

Ciertos oligosacaridos fragmentados enzimaticamente por la accion de la celulasa a
partir de xiloglucano (XG) in vitro, actian como reguladores del crecimiento. El primer
oligosacarido del xiloglucano identificado como oligosacarina fue el XG9, antagonista
del crecimiento inducido por 2,4-D en segmentos de epicotilo de guisante (Pissum
sativum L.). Posteriormente, se comprobé que la actividad antiauxinica del XG9 es
absolutamente dependiente del residuo de glucosa terminal y que oligosacéridos
similares al XG9, pero carentes de dicho residuo, no poseian actividad antiauxinica
(Cote y Hahn, 1994).

Savatin et al., (2011) demostraron en Arabidosis thaliana L, que aplicaciones
exdgenas de oligogalacturénidos inhibieron la formacién de raices adventicias ante la
presencia de la auxina (acido indolacético); los autores concluyeron que, la
aplicacion de los oligogalacturonidos no involucran la estabilizacion de represores de
respuesta de la auxina (AlA) o disminuye los niveles del receptor transcripcional a
través de la accién de los microRNAs. También se demostré la respuesta rapida de
un grupo de genes que son expresados ante la presencia de estas hormonas,

considerandolos genes marcadores para las auxinas. Ademas, que la inhibicion de la
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respuesta de la auxina por los oligogalacturonidos, no requiere sefales del etileno,
acido jasmonico, &cido salicilico y es independiente de la producciéon de ROS o el
silenciamiento post-transcripcional de genes (Savatin et al., 2011; Cervone, 2015).

En Cuba, el grupo de Oligosacarinas del Departamento de Fisiologia y Bioquimica
Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), trabajé en la obtencién
de oligogalacturénidos con actividad en la morfogénesis in vitro, a partir de la
degradacion enzimatica de la pectina de la corteza de los frutos citricos (Cabrera y
Gutiérrez, 1995). Finalmente, se obtuvo el Pectimorf®, cuyo principio activo es una
mezcla de oligogalacturénidos de origen péptico con grado de polimerizacion entre 9
y 16 (Cabrera, 2000).

Los resultados de diversos autores (Gonzalez et al.,, 2004; Suarez et al., 2006;
Hernandez et al., 2009; Hernandez et al, 2010) muestran que este producto no solo
es un potente elicitor de defensa en las plantas, también puede sustituir parcial o
totalmente a los reguladores del crecimiento tradicionales y, en la mayoria de los
casos, se obtienen resultados superiores. La capacidad de esta mezcla de
oligogalacturonidos para inducir y desarrollar el enraizamiento, estimular el
crecimiento de los callos, catalizar la degradacion celular de los callos cuando se
desea obtener suspensiones celulares e incrementar de forma notable el desarrollo y
vigor de las vitroplantas de los diferentes cultivos, validan a éste como una
alternativa promisoria en la biotecnologia vegetal cubana.

2.7 Empleo del Pectimorf® en el cultivo de téjidos vegetales

Las concentraciones 6ptimas de Pectimorf® en los medios de cultivo para obtener
una respuesta biolégica satisfactoria oscilan entre 1 y 10 mg L™. Esta sustancia
activa ofrece entre sus ventajas adicionales su solubilidad en el medio acuoso y su
estabilidad en las condiciones utilizadas para preparar los medios de cultivo
(Cabrera, 2002).

En protoplastos de callos embriogénicos de naranjo agrio (Citrus X aurantium), la
regeneracion de la pared celular, divisién y posterior formacién de colonias celulares,
se vi6 favorecida con 1 mg L™ del producto (Diosdado, 1997). En protoplastos de

mesdfilos de hojas el oligopectato, a la concentraciéon de 10 mg L™, mostr6 una
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mayor capacidad elicitora de la actividad de la fenilalanina amonio-liasa (PAL) con un
efecto maximo a las 8 horas (Diosdado et al., 1998).

Cevallos et al. (1998), en el cultivo del cafeto (Coffea canephora cv. "Robusta’),
determinaron porcentajes de germinacion superiores al 90 % y la conversion de los
embriones somaticos a vitroplantas fue mayor del 44 %, cuando se combiné el
Pectimorf® con AIB y kinetina. La formacién de hojas verdaderas y raices fueron
superiores en la combinacion del oligopectato con la kinetina, mientras que la
formacion de embriones secundarios fue mayor al utilizarse el producto solo.

Moré (2000) advirti6 que la concentracién empleada del oligopectato Pectimorf® (10
mg L™) contribuyé, en gran medida, a la movilizacién de las citoquininas endégenas
necesarias para un adecuado desarrollo y calidad de callos en papa (Solanum
tuberosum L.).

En el cultivo del tomate (Solanum lycopersicon L.), al utilizarse este producto como
suplemento hormonal en los medios de cultivo de cotiledones, no se obtuvieron
buenos resultados con las dosis ensayadas (1, 5, 10 y 15 mg L™); en cambio, cuando
se utilizaron combinaciones de Pectimorf® y 6-BAP, favorecié el desarrollo y
crecimiento celular de los explantes, observandose un marcado incremento en la
callogénesis (Plana et al., 2003).

Diaz et al., (2004) y Pinzon (2004) utilizaron esta mezcla de oligogalacturénidos
(Pectimorf®) a la concentracién de 10 mg L™, en la propagacién in vitro de un cultivar
de platano AAB y banano "FHIA-18" (Musa spp. AAAB), respectivamente donde se
observo su efecto positivo sobre algunos indicadores del crecimiento en las fases de
establecimiento, proliferacién, enraizamiento in vitro, asi como en el coeficiente de
multiplicacion.

En la micropropagacion acelerada de dos especies de orquideas terrestres
(Spathoglottis plicata B y Bletia purpurea L), se utilizaron diferentes concentraciones
de Pectimorf® en los medios de cultivo, donde se obtuvo una respuesta favorable en
la germinacion, la altura y el desarrollo radical de las vitroplantas provenientes de los
medios que contenian dosis de 5 mg L™ del producto (Suérez et al., 20086).
Hernandez et al., (2006) utiliz6 una mezcla de oligogalacturénidos en los

componentes del medio de cultivo para la micropropagacion de la malanga
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(Colocasia sp.) cv. "Camerin 14°. Al adicionar el Pectimorf® a las concentraciones de
5y 10 mg L™ al medio de multiplicacion, los autores demostraron que se increment6
significativamente el nimero de brotes y la altura con respecto al testigo.

En la micropropagacion de la pifia (Ananas comosus L.), Moya et al., (2006),

evaluaron el efecto de Pectimorf® en la fase de multiplicacién sobre los indicadores

del crecimiento, reflejando que el tratamiento que contenia la dosis de 10 mg L_1 de
Pectimorf® fue el que mejor se comporté para los indicadores nimero de brotes y
namero de hojas por planta.

Cid et al. (2006) demostraron el efecto sinérgico del Pectimorf® con AIA, que
repercutié en el incremento del porcentaje de germinacién de capsulas de semilla
artificial de cafia de azucar (Sacharum officinarum L.), sin reaccion en la interaccion
del oligosacarido con la giberelina, aunque en el tratamiento donde se combinaron el
Pectimorf® con ambos reguladores del crecimiento (AIA y GAs) fue donde se logro el
mayor nimero de plantas.

En igual cultivo, Nieves et al. (2006) demostraron que la combinacién de 5 mg L™ de
Pectimorf® con 1,5 mg L™ de 2,4 D, tuvo un efecto positivo sobre la formacién de
embriones, favoreciendo el ndmero de embriones por gramo de tejido y la
homogeneidad de estos en los estadios mas avanzados de desarrollo.

En la propagacion in vitro de Spathiphyllum sp, (Hernandez, et al., 2009) observaron
que el tratamiento consistente en la reduccion del 6-BAP a la mitad de la
concentracion a utilizar en el medio control (0,5 mg L™) y la adicién de 10 mg L™ de
Pectimorf® produjo la mayor cantidad de brotes en las plantas.

Hernandez et al. (2010) logré el establecimiento de una linea celular embriogénica a
partir del cultivo de évulos fecundados de mandarina (Citrus reshni Hort. ex Tan.) cv.
“Cleopatra’, donde el Pectimorf® 10 mg L™ resulté el mejor tratamiento para la
obtencién de embriones somaticos en este cultivar.

Izquierdo (2013) demostré que la inmersion de las raices de las vitroplantas de
banano (Musa spp.) del cultivar "FHIA-18" durante 15 minutos antes de su plantacion
con Pectimorf® y la aspersion foliar a la concentracién de 1mg L™ 15 dias después de
la plantacién con igual producto, incremento la supervivencia de las plantas en un 8

% aproximadamente con respecto al control; todas las plantas en las que se utilizé el
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oligogalacturénido presentaron mayor altura, numero de hojas y menor contenido de
prolina foliar. La aplicacion de esta sustancia péctica en las fases iniciales del
crecimiento de las vitroplantas durante la fase de aclimatizacion, proporcion6é una
mejor adaptacion a las condiciones ex vitro.

En la micropropagacion acelerada de Encyclia grisebachiana C. se utilizaron
diferentes concentraciones de Pectimorf®, los resultados demostraron una respuesta
favorable en la altura y el desarrollo radical de las vitroplantas provenientes de los
medios que contenian dosis de 5 mg L™ del producto, lo cual permiti6 la formacion de
vitroplantas Optimas para la adaptacion (Suarez et al., 2013).

Los ejemplos anteriores nos demuestran las potencialidades de esta mezcla para ser
empleada como regulador del crecimiento en los protocolos de propagacion in vitro
de diferentes especies vegetales, o cual mejora la eficiencia econdmica de las
técnicas biotecnoldgicas e influye positivamente en los procesos morfogenéticos in
vitro de numerosas especies vegetales, lo cual repercute en vitroplantas vigorosas
mejor adaptadas a las condiciones ex vitro.

2.8 Marcadores empleados en el estudio de la variabilidad genética

Con el desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro es necesario realizar estudios de
estabilidad o variabilidad genética del material propagado, con el fin de conocer su
comportamiento después de cursar por este proceso pues, en ocasiones, los
materiales propagados dan lugar a regenerantes anormales u otras variantes de los
cultivares de origen. Este fendbmeno puede influenciarse por diversos factores entre
los cuales se mencionan los siguientes: genotipo, método y medio de cultivo, nimero
de subcultivo y factores ambientales (Azofeita, 2006).

Los métodos mas empleados para evaluar la estabilidad genética de las plantas
originadas por el cultivo de téjidos son los citogenéticos (Castilla et al., 2009), los
isoenzimaticos (Castillo et al., 2010) y los moleculares (Shuju et al., 2012; Kyaligonza
et al., 2014).

Las técnicas citogenéticas estudian los cromosomas bajo cualquier nivel de division
celular (Portieles et al., 2004). La estimacion se realiza, generalmente, mediante el
conteo de cromosomas, en cortes microscopicos preparados a partir de las puntas

de raices en crecimiento activo (Roman, 2004).
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Otros autores comentan, que los estudios -citogenéticos permiten detectar
alteraciones del namero cromosomico o nivel de ploidia (Portieles et al., 2002;
Roman et al, 2006), los cuales pueden ser mas confiables que los
morfoagrondmicos, ya que no estan sujetos a una marcada influencia ambiental
(Duenas et al., 2004).

Las técnicas electroforéticas hacen posible el estudio de la variacién genética y las
similitudes y diferencias entre organismos en cuanto a la composicidon enziméatica o
proteica (Gonzalez, 2002). Medina et al. (2003), realizaron estudios de estabilidad
genética en plantas de yuca regeneradas a partir de embriones somaticos
comparados con la organogénesis como control, y concluyeron que el ndmero
cromosomico y los zimogramas de ocho sistemas isoenzimaticos permanecieron
estables.

Las isoenzimas peroxidasas intervienen en la biosintesis de los componentes de la
pared celular y la diferenciacion celular. Son consideradas marcadores bioquimicos
importantes de la morfogénesis y se han empleado para estudiar el efecto de los
brasinoesteroides en la papa (Solanum tuberosum) (Castillo et al., 2010).

En estudio de afinidades genéticas en especies silvestres del género Nicotiana, las
isoenzimas peroxidasas mostraron un total de 12 bandas, todas ellas polimorficas.
Este sistema permite caracterizar cada especie de este género, ya que cada una
constituye un zimotipo propio (Valdés et al., 2010).

En trabajos realizados por Gonzalez (2002) y Gonzélez et al. (2004), con el objetivo
de detectar la posible variabilidad genética inducida por las técnicas del cultivo in
vitro en la yuca, encontraron pequefias diferencias en los patrones electroforéticos
para el sistema isoenzimético peroxidasas en el cultivo de meristemos y la
embriogénesis somatica, por ejemplo, en el caso del cultivar ‘CMC-76’, el zimograma
mostro siete bandas en total, que estaban presentes en las plantas obtenidas por
embriogénesis somatica y cuatro de ellas aparecieron en el resto del material, sin
embargo, los resultados demuestran estabilidad del material y diferencias entre los
cultivares estudiados, este sistema podria emplearse como marcador genético para

diferenciar cultivares de yuca.
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Las tecnologias de marcadores basados en el ADN revolucionaron el conocimiento
genético a partir de los afios 80. Su eficiencia consiste en que ellos se relacionan
directamente con el genotipo de la planta, son aplicables en etapas tempranas de su
crecimiento y del estado fisiolégico de la planta (Azofeita, 2006). Entre los
marcadores moleculares basados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (en
inglés PCR) se encuentran los microsatelites, AFLP y RAPD.

La amplificacion aleatoria de ADN polimérfico, mas conocida en inglés por RAPDs
(Random Amplification of Polymorphic DNA), consiste en que los fragmentos de ADN
obtenidos por medio de esta técnica se amplifican en regiones aleatorias del genoma
ya que los iniciadores o cebadores de la reaccién son secuencias arbitrarias de ADN
sintético. Es una de las técnicas mas versatiles desde que se desarrolldé en el afio
1990 (Demey et al., 2003).

En platano cultivar "Nanjanagudu Rasabale’(AAB) se encontré que de los 50
iniciadores que se analizaron por la técnica de RAPD, todas las bandas eran
monomorficas y que no habia variabilidad genética entre las plantulas que se
analizaron cuando se obtuvieron en un medio modificado con 6-BAP (22,4 uM) y
Kinetina (4,65 pM) (Venkatachalam et al., 2007). También Gonzélez et al., (2007)
obtuvieron un 100% de monomorfismo en plantas de boniato (Ipomea batatas L), cv.
“INIVIT B 93-1" propagadas mediante embriogénesis somatica y evaluada la
variabilidad genética con 10 iniciadores RAPD.

En Curcuma longa L. cuando se emplearon explantes de bulbos de rizomas para el
establecimiento in vitro se demostré homogenidad genética en los propagulos que se
regeneraron en comparacion con las plantas madres cuando se realizo el analisis
mediante RAPD (Tyagi et al., 2007).

Esta técnica de marcador molecular (RADP), es una de las mas empleadas para
caracterizar y evaluar la variabilidad genética existente en los bancos de
germoplasma, por ejemplo en la caracterizacion de cultivares de yuca (Zambrano et
al., 2003). Esta ha sido utilizada junto a los RFLPs y microsatélites para desarrollar
Su mapa genético (Supajit et al., 2011, Olasanmi et al., 2014, Kyaligonza et al.,
2014), asi mismo, los RAPDs han sido usados para el estudio de la diversidad
genética de pequefios grupos de germoplasma y para establecer las relaciones entre
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la yuca y especies silvestres relacionadas (Zambrano et al., 2003, Rimoldi et al.,
2010). Fernando et al.,, 1996 informaron que no hubo estabilidad genética en
accesiones de yuca provenientes del banco de germoplasma del CIAT después de
10 afios conservadas in vitro, al emplear marcadores moleculares como AFLP y
RAPD.

A pesar del auge de los marcadores de ADN, el empleo de las isoenzimas se
mantiene vigente por ser una técnica moderadamente costosa, facil de realizar en
cualquier laboratorio, y que permite dar respuesta o complementar diferentes

estudios encaminados al mejoramiento genético de las plantas.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS



3 MATERIALES Y METODOS

El experimento con Arabidopsis thaliana se desarroll6 en el Departamento de
Biologia y Biotecnologia "Charles Darwin" de la Universidad "La Sapienza", Roma,
Italia y los estudios moleculares en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB), La Habana, Cuba. El resto de las investigaciones se realizo en el Laboratorio
de Biotecnologia del Departamento de Genética y Mejoramiento de Plantas, del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), ubicado en el municipio San José de
Las Lajas, provincia Mayabeque, Cuba.

Aspectos generales

La cristaleria y accesorios, asi como otros utensilios como pinzas y bisturies que se
emplearon para la manipulacién de los explantes se esterilizaron a 180 °C durante
una hora en estufa marca MEMMERT (Alemania). En cabina de flujo laminar marca
ESI FLUFRANCE (Francia), las pinzas y bisturies se colocaron en alcohol al 95 % y
flameados en mechero de gas, dejandose refrescar antes de utilizarse nuevamente.
Condiciones de cultivo

El pH de los medios de cultivo se ajusté a 5,7+0,05 previo a la adicién del agar. La
esterilizacion de los medios de cultivo se llevo a cabo en autoclave, durante 20 min a
121 °C con 1,5 kg cm™ de presién. El material vegetal se colocé en camara de
crecimiento con temperatura de 25+2 °C, humedad relativa de 80-90 % vy luz artificial
con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8h oscuridad, con una intensidad luminosa de 20
umol m? s, con el empleo de lamparas de tubos fluorescentes.

Anélisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado y los datos de las variables en
estudio se procesaron estadisticamente mediante un Analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA completamente aleatorizado). Las diferencias
estadisticas entre las medias de los tratamientos se docimaron por pruebas de
Duncan. Para el procesamiento de los datos se utilizé el paquete estadistico SPSS
version 10.

Material Vegetal

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana L., cultivar “Columbia- 0" (Col-O) y los

cultivares comerciales "'CMC-40" y ’“Seforita” procedentes del banco de
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germoplasma de yuca (Manihot esculenta C), perteneciente al Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), Santo Domingo, Villa Clara, Cuba. A.
thaliana es la especie con la cual la yuca comparte mayor nimero de secuencias, ya
que casi el 90 % de los EST (del inglés Expressed Sequences Tags; Rudd, 2003)
tienen una similitud significativa con esta planta.
Ambos cultivares de yuca se emplean en la produccion y presentan caracteristicas
contrastantes en cuanto a ciclo, productividad y otros caracteres agronomicos;
"CMC-40", uno de los mas extendidos en Cuba, se destaca por su productividad y
ciclo corto y el cultivar “Sefiorita” por su excelente calidad culinaria y ciclo mas largo
que "CMC-40" (INIVIT, 2004).
3.1 Evaluacién de la interacciéon auxina/Pectimorf®
Para determinar el efecto de Pectimorf® sobre la expresién de los genes IAA-5 y
SAUR-16 en presencia de las auxinas AIA y ANA, se tomd A. thaliana como modelo
bioldgico.
Semillas del cultivar “Columbia-0~ (Col-O) se desinfectaron y colocaron en placas
multipozos que contenian medio liquido con sales de MS (Murashige y Skoog, 1962),
con 50 mg L™ sacarosa y pH ajustado a 5,5+0,05. Se utilizé6 10 semillas en 1 mL de
medio por pozo. El material vegetal se colocé en camaras de cultivo a 22 °C de
temperatura y luz artificial con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad y una
intensidad luminosa de 20 pmol m? s™.
Se emplearon como reguladores del crecimiento AIA 'y ANA, y los
oligogalacturénidos Pectimorf® con grado de polimerizacién (GP) entre 9 y 16
procedente del Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Vegetal, Mayabeque, Cuba y
el empleado internacionalmente purificado (O), con GP 10 y 15 procedente de la
Universidad La Sapienza, Departamento de Genética y Biotecnologia “Charles
Darwin”, Roma, ltalia, ambos a igual concentracién (10 mg L™).
A los 10 dias, se tomaron cinco plantulas para el primer experimento que tuvo como
objetivo determinar el efecto de los oligogalacturénidos en presencia de AIA sobre
los niveles de transcripcion de los genes IAA-5 y SAUR-16 (Tabla 3). Las restantes
plantas se emplearon en el segundo experimento, en el que se incluyo el ANA (Tabla
4).
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Tabla 3. Tratamientos para la evaluacion de la interaccion de la auxina AlA / OG.
Experimento 1.

Tratamientos Concentracion

Agua (H) -

Acido indolacético (1) 0,02 mg.L*
Oligogalacturonido purificado (O) 10,00 mg.L™

Pectimorf® (P) 10,00 mg.L™

AIA + Oligogalacturénido purificado (I+O) 0,02 mg.L™* + 10,00 mg.L™
AIA + Pectimorf® (I+P) 0,02 mg.L™* + 10,00 mg.L™

Tabla 4. Tratamientos para la evaluacion de la interaccion de las auxinas AlA y
ANA / OG. Experimento 2.

Tratamientos Concentracion
Agua (H) -

Acido indolacético (1) 0,02 mg.L*
Acido naftalenacético (A) 0,02 mg.L*
Oligogalacturénido purificado (O) 10,00 mg.L™

AlIA + Oligogalacturénido purificado (I+O) 0,02 mg.L™* + 10,00 mg.L™
ANA + Oligogalacturénido purificado (A+O) 0,02 mg.L™* + 10,00 mg.L™

Se recolectaron las plantas provenientes de cada experimento en tubos de
microcentrifuga de 1 500 pL. Luego se conservaron en nitrogeno liquido y se
mantuvieron en ultra-congelador hasta su procesamiento.

La extraccion del acido ribonucleico (ARN) se realizo macerando en frio las plantulas
y empleando Isol-RNA lysis reagent (5-Prime, Hamburg, Germany). El cual se tratd
con RQ1 DNasa (Promega). EI ADN complementario (cDNA) se sintetizd con el
empleo de ImPro-Il transcriptasa reversa (Promega), segun las instrucciones del
proveedor.

En el primer experimento, se determind la expresién de los niveles de transcripcion
de los genes IAA5 y SAUR16 por el empleo de la Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa (RT-PCR del inglés Reverse transcription
polymerase chain reaction), de acuerdo al procedimiento descrito por Savatin et al.
(2011). En el segundo experimento, se determind la expresién de los niveles de

transcripcion de iguales genes (IAA5 y SAUR16) por cuantificacion relativa de la

37



Reaccion en cadena de la polimerasa (QRT-PCR), segun el método de Galletti et al.
(2011).

La extension de los genes se efectu6é a partir de 1,5 pL de la mezcla de ADN
complementario (ADNCc) con 5 pL de tampdn 10x PCR, 2,0 uL MgCl;, (50 mM), 0,8 uL
de dNTP’s (10 mM), 5 pM de cebador Sentido, 5 pM de cebador Antisentido, 1 pL de
Tag polimerasa (Invitrogen) y 38,5 pL de agua ultrapura. En ambos experimentos, se
utilizé como control positivo y para comprobar la ausencia de carga diferencial en el
gel, el gen UBIQUITIN 5 (UBQ 5).

La amplificacion se produjo en un termociclador marca Progene, mediante el
siguiente programa de amplificacién: un ciclo inicial de desnaturalizacién a 94 °C por
20 s, seguido por 28 ciclos del bloque siguiente: 94 °C por 20 s, 58 °C por 30 s y 72
°C por 5 min. Luego se realizé un paso de extension final a 72 °C por 5 minutos.

Los productos de la PCR, se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %
(m/v), en solucién tampon Tris-4cido acético- EDTA (TAE) y se contrastaron con
bromuro de etidio (2,5 pg L™) para su visualizacién en el trasiluminador de luz
ultravioleta (Bioblock Scientific, Francia). El experimento se repiti6 dos veces con
similares resultados.

El andlisis de gRT-PCR se realiz6 mediante el uso de un Sistema de Tiempo Real
CFX96 (Bio-Rad). EI ADN complementario (correspondiente a 50 ng de RNA total) se
amplific6 en una mezcla de reaccién 30 mL que contenia 13 GoTaq Real Sistema
Time PCR (Promega) y 0,4 mM de cada cebador. Tres repeticiones técnicas se
realizaron para cada muestra y el analisis de los datos se realiz6 utilizando software
LinRegPCR.

3.2 Efecto de Pectimorf® sobre las diferentes fases de la micropropagacion de
la yuca

3.2.1 Crecimiento de apices in vitro

Estacas de 15-20 cm de longitud de plantas adultas de los dos cultivares y se
plantaron en macetas de 850 cm?, las cuales contenian un sustrato compuesto por
una mezcla en volumen de 25 % de materia organica y 75 % de suelo Ferralitico
Rojo compactado (Hernandez et al.,, 2005), en una relacion 1:3 v/v. Las

caracteristicas quimicas del sustrato se muestran en el Anexo 1. Los brotes crecieron
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sobre las estacas en umbraculo con estructura metélica, paredes de tela antiéfidos,
techo de nylon con cubierta de malla negra de polipropileno (30 % de sombra) y piso
de cemento. El riego se realizo6 dos veces por semana a fin de mantener la humedad
en el sustrato por encima del 85 %.
Se cortaron brotes de las estacas de 50 dias de edad, de ambos cultivares y se
dividieron en secciones de 3 a 5 cm de longitud y al menos dos o tres yemas.
Posteriormente se llevaron al laboratorio para llevar a cabo la desinfeccién. En
cabina de flujo laminar se realiz0 la extraccion e implantacion de los apices
meristematicos, de acuerdo al procedimiento descrito por Medero (2006).
A 250 plantas in vitro de 21 dias de edad, se les extrajo el apice meristeméatico de
0,8-1,0 mm de longitud con el empleo de un estéreo-microscopio CARLZEISS con
una magnificacion de 4X y con 20 mL del medio basal semisélido empleado
tradicionalmente, que contenia las sales de MS (Murashige y Skoog, 1962), 1 mg L™
de tiamina, 100 mg L™ de mioinositol, 20 g L™ de sacarosa y 6,5 g L™ de agar como
agente gelificante. Como reguladores de crecimiento se utilizaron 0,02 mg L™ de
ANA, 0,04 mg L™ de 6-BAP y 0,05 mg L™ de &acido giberélico (AG3). Se emplearon
diferentes concentraciones de Pectimorf® (5, 10 y 15 mg L™) en sustitucién y como
complemento del ANA y 6-BAP, ademas se utiliz6 un tratamiento control (medio
basal) y un control negativo sin los reguladores antes mencionados, para un total de
14 tratamientos. En todos los casos se mantuvo el AGs. La tabla 5 muestra las
caracteristicas de cada tratamiento.
Al cabo de los 21 dias, a 10 explantes por tratamiento, se les realizaron las
siguientes evaluaciones:

e altura de las plantulas (cm): utilizando regla graduada se midio desde la base

del tallo hasta la parte superior del apice,
e numero de hojas: mediante el conteo individual de las hojas en cada
vitroplanta,
e numero de raices: conteo individual de raices totales por vitroplanta,
e coloracién de los brotes: mediante cddigo de colores hexadecimal disponible

en: http://www.disfrutalasmatematicas.com/numeros/hexadecimales-colores-

nombres.html).
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Tabla 5. Tratamientos a emplear para el establecimiento in vitro de apices de
yuca, cultivares "CMC-40" y “Sefiorita”.

Tratamientos ANA AGs3 6- BAP Pectimorf®
(mg.L ™Y (mg.Lh  (mg.L?) (mg.L™)
1 (Control) 0,02 0,05 0,04 -
2 - 0,05 - -
3 - 0,05 0,04 5
4 - 0,05 0,04 10
5 - 0,05 0,04 15
6 0,02 0,05 - 5
7 0,02 0,05 - 10
8 0,02 0,05 - 15
9 0,02 0,05 0,04 5
10 0,02 0,05 0,04 10
11 0,02 0,05 0,04 15
12 - 0,05 - 5
13 - 0,05 - 10
14 - 0,05 - 15

3.2.2 Crecimiento de yemas axilares de segmentos nodales

El material de partida fueron segmentos nodales de la zona central de plantulas con
30 dias de edad, establecidas in vitro y provenientes del medio control del
experimento anterior. La implantacion de los segmentos nodales se realizé en tubos
de ensayo (25 X 150 mm) con 20 mL de medio s6lido bajo camara de flujo laminar.
Se utilizd el medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) con reduccién de
microelementos y macroelementos al tercio de la concentracion, tiamina, mioinositol,
sacarosa y agar como agente gelificante (Anexo 2).

Se emplearon seis tratamientos con diferentes concentraciones de ANA y Pectimorf®
(5, 10, 15 mg L™) en complemento o como sustituto de la auxina y dos tratamientos

controles (positivo y absoluto) (Tabla 6).
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Tabla 6. Tratamientos a emplear para el crecimiento in vitro de yemas axilares de
yuca.

Tratamientos ANA Pectimorf®
(mg.L™V (mg.L™V

1 (Control) 0,01 -
2 (Control absoluto) - -
3 - 5

4 - 10

5 - 15
6 0,01 5

7 0,01 10

8 0,01 15

A los 21 dias posteriores a la implantacion se evaluaron las siguientes variables:
altura de la planta (cm), numero de hojas, numero de raices, longitud de las raices
(cm), nimero de entrenudos y masa fresca (g). Se peso la parte aérea de las
vitroplantas en balanza analitica marca Sartorius (Francia). Se tomaron 10 plantulas
por tratamiento.

3.2.3 Numero de subcultivos de yemas axilares

Como material de partida se tomaron segmentos nodales de la zona central de
plantulas con 30 dias de edad establecidas in vitro y provenientes del mejor
tratamiento del epigrafe anterior.

La implantacion de los segmentos nodales se realizé en camara de flujo laminar y se
colocaron de forma vertical en frascos de cristal de 7,0 cm de altura x 4,5 cm de
diametro.

Se utiliz6 el medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) y se agregaron como
reguladores del crecimiento ANA y Pectimorf®. Se emplearon tres tratamientos
(tratamiento control, tratamiento libre de reguladores y tratamiento con 10 mg L™ de
Pectimorf®) (Tabla 7), utilizandose iguales tratamientos hasta el cuarto subcultivo,
con un periodo de 21 dias entre cada subcultivo. Se utilizaron 20 mL de medio de
cultivo y se inocularon tres explantes en cada frasco para un total de 30 explantes
por tratamiento. En cada subcultivo se tomaron 10 explantes por tratamiento y se
evaluo la altura de las plantas (cm), nUmero de hojas, nUmero de raices, longitud de

las raices (cm) y numero de entrenudos.
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Tabla 7. Tratamientos para evaluar el efecto de Pectimorf® durante los subcultivos
de yemas axilares de yuca.

Tratamientos ANA Pectimorf®
(mg.L™ (mg.L™

Control 0,01
Mejor tratamiento - 10
Libre de reguladores - -

3.2.4 Aclimatizacion de las vitroplantas

Para evaluar el efecto de Pectimorf® en la aclimatizacién de vitroplantas de yuca se
utilizaron plantulas de 30 dias de edad con una altura entre 5y 7 cm y provenientes
del mejor tratamiento con Pectimorf® (10 vitroplantas) y el control con ANA (20
vitroplantas). Las cuales se extrajeron de los frascos de cristal con la ayuda de una
pinza y se eliminaron los residuos de medio de cultivo con agua corriente. Las
mismas se plantaron en macetas, con igual sustrato y ubicacibn que las
caracteristicas referidas en epigrafe 3.2.1. Se les colocé un frasco de cristal sobre la
parte aérea durante los 10 primeros dias de aclimatizacion para disminuir la
evapotranspiracion en las plantas. El experimento se repitid tres veces en igual
época de plantacion (marzo-abril).

Al cabo de los 12 dias se seleccionaron 10 plantas del control y se asperjaron con
Pectimorf® (1 mg L™?). Las 10 restantes se asperjaron con agua corriente (Figura 3).

Se entreg6 por planta 2 mL de solucién a las 10:00 am.
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Figura 3. Esquema empleado durante la aclimatizacién de las vitroplantas.
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El riego se realiz6 por microaspersion mediante sistema de nebulizadores con una
frecuencia de dos riegos (mafiana y tarde) y una duracion de 5 minutos cada uno,
con esta frecuencia se garantizo la humedad relativa superior al 80 %.

A los 45 dias se evalud la supervivencia de las plantas y al azar se tomaron cinco
plantas por tratamiento para evaluar la altura de las plantas, la tasa de crecimiento
(cm/dia).

La tasa de crecimiento se estableci6 a partir de la formula sugerida por Garcia
(1997):

h, — h,
TAC=—2—2

t,—ty

Donde: h,, altura de la planta a los 45 dias; h,, altura inicial de la planta; t,,
evaluacion a los 45 dias del experimento y t,, dias al comenzar el experimento.

Ademas, se determind el diametro del tallo de las plantas (g mm) en su zona media,
la masa fresca y seca de la parte aérea (g) y el numero total de raices engrosadas.
La masa seca de la parte aérea (g), al colocar sobre papel previamente rotulado, tallo
y hojas de las plantas y se ubicaron en la estufa a una temperatura de 100 °C
durante 72 h. Posteriormente se determino la masa en balanza analitica hasta masa

constante.

3.3 Efecto de Pectimorf® sobre la morfologia y caracteristicas genéticas de las
plantas de yuca obtenidas por micropropagacion
3.3.1 Anatomia foliar y de las raices de las plantas obtenidas

e Anatomia foliar
Se emplearon 10 vitroplantas de 21 dias en cultivo in vitro de cada uno de los
tratamientos que aparecen en la tabla 6, asi como plantas con 35 dias después de la
aclimatizacién del tratamiento control y el mejor tratamiento en el que se aplicé
Pectimorf®.
Para extraer la epidermis de la superficie abaxial de la hoja se raspo la superficie
contraria a observar, en la antependltima hoja, zona media y alejada del borde
central. Esto permitié obtener una imagen de la distribucion de los estomas y también

observar aspectos de su estructura.
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La ldmina epidérmica de cada muestra se colocO en un portaobjeto y se afiadié una
gota de azul de toluidina 10 % (v/v), durante 5 min. Posteriormente se realizaron dos
lavados de 5 min cada uno a la aplicacion. Luego, seca la muestra se le adicioné una
gota de glicerina y se coloc6é un cubreobjetos. Las muestras se observaron en un
microscopio optico con ampliacion de luz (Zeiss K7, Alemania) y se fotografiaron con
una cadmara (Motic) acoplada al mismo. Las mediciones se realizaron sobre las
microfotografias con el empleo del Programa Morfométrico Image J y se utilizo el
instrumento de medicion lineal.

Para el conteo de estomas y células epidérmicas las lecturas se realizaron al
microscopio Optico (Zeiss K7, Alemania) con una magnificacion de 400x. Las
mediciones de la longitud y el grosor de las células oclusivas con una magnificacion
de 1 000x (figura 4). Se tomaron un total de seis campos por planta para un total de

60 campos por tratamiento.

Figura 4. Fotomicrografia de la epidermis foliar de la superficie abaxial de
vitroplantulas de yuca.
CE- células epidérmicas, Ca- células anexas, Co- células oclusivas y E- estomas (1 000x).

Para el conteo se incluyé el estoma cuando las dos células oclusivas estaban
presentes. En el caso de las células epidérmicas, cuando las mismas tenia mas de
60 % en el area de la imagen. Posteriormente, se calculd el indice estomatico (IE)

segun la férmula sugerida por Wilkinson (1979):
_ (NE=100)
~ (CE+ NE)
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Donde: IE, indice estomatico; NE, Nimero de estomas por campo de observacion;
CE, Numero de células epidérmicas en el campo de observacion.

e Anatomia de las raices
Se utilizaron 10 vitroplantas de yuca de ambos cultivares luego de 35 dias de la
aclimatizacion. Se emplearon dos tratamientos, el control y el mejor tratamiento en el
que se aplicé Pectimorf®. Se realizaron cortes transversales a todas las raices
engrosadas en fresco a mano y con un bisturi de hacer inoxidable.Las secciones
transversales se tifieron con azul de toluidina (10 %) y se montaron con glicerina. Las
muestras se observaron en un microscopio optico (Zeiss K7, Alemania) a 400x con

contraste de fase y se fotografiaron con una camara (Motic) acoplada al mismo.

3.3.2 Determinacion del numero cromosoOmico en apices radiculares de plantas
micropropagadas

Se tomaron raices procedentes de cinco plantulas de 21 dias de plantadas de ambos
cultivares (acapite 3.2.2) y fragmentos de estacas. Las plantas y las estacas fueron
colocadas en agua con y sin la presencia del mejor tratamiento en el que se aplicé
Pectimorf® (Tabla 8), a temperatura ambiente (27+2 °C) en frascos de cristal hasta

observar la aparicién de raices.

Tabla 8. Tratamientos empleados para la determinacién del nimero cromosémico
en yuca, en los cultivares "CMC- 40" y "Sefiorita’

Leyenda Tratamientos Procedencia
T1 Control (brotada en agua) Estacas
T2 Control (Agua + Mejor tratamiento con Estacas
Pectimorf®)
T3 Medio Control Vitroplantas
T4 Mejor tratamiento con Pectimorf® Vitroplantas

A los 15 dias las raices se trataron con una solucién de 8-hidroxiquinolina al 0,02 %
(m/v) durante 3 h. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se fijaron en una
solucion de etanol-acético (3:1). El tiempo de hidrdlisis fue de 15 min en &cido
clorhidrico 1N a 60 °C. A continuacion se procedi6 a la tincién con hematoxilina de
Gomory 1 % (m/v) a 60 °C durante 2 h (Roméan y Rodriguez, 1986). Los &pices

radiculares de 1 cm se colocaron en portaobjetos con acido acético al 45 % (v/v) para
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la realizacion del aplastamiento. El conteo del nUmero cromosémico se realizé en 20
células por planta en cada tratamiento.

Se empled un microscopio optico (Ortholux Leitz, Alemania) con camara fotografica
acoplada (Orthomat, Leitz, Alemania). Las metafases fueron fotografiadas con una
magnificacion de 1 000 X.

3.3.3 Estudios isoenziméticos del material micropropagado

Los extractos foliares se obtuvieron a partir de 1 g de hojas sanas de cinco plantulas
de 30 dias de edad de ambos cultivares (tomadas al azar). Las plantas provenian del
segundo subcultivo y de cada tratamiento (Epigrafe 3.2.3); homogenizadas en frio
con 1 mL de solucién de sacarosa a 20 g L™ en un mortero. Posteriormente se
centrifugaron a 14 000 rpm a 4 °C durante 5 min en centrifuga refrigerada
EPPENDORF 5804R (Alemania). Se extrajo el sobrenadante y se envaso en tubos
de microcentrifuga de 1 500 pL y se conservaron a 5 °C hasta el momento de su
andlisis.

La separacion electroforética se llevd a cabo en gel de poliacrilamida (PAGE) al 10 %
a una intensidad de corriente constante de 25 mA en camara de electroforesis
vertical Mighty Small Il de Pharmacia Biotech (Francia) (Laemmli, 1970). El tiempo de
corrida en cada caso estuvo determinado por el desplazamiento de la banda de
Kolrhauch hasta aproximadamente 6 cm del inicio. Se utilizé una intensidad de
corriente constante de 15 mA hasta que la banda migr6 al gel separador donde se
incremento la intensidad de corriente a 25 mA.

Las tinciones especificas para los sistemas isoenzimaticos fueron Anhidrasas
carbonicas (E.C.4.2.1.1) (Gonzélez, 1989), Esterasas (E.C.3.1.1.1), Peroxidasas
(E.C.1.11.1.7), Polifenoloxidasas (E.C.1.10.3.1) y Fosfatasas &cidas (E.C.3.1.3.2)
(Iglesias, 1986). Se realizaron tres repeticiones por tratamiento. Después de las
tinciones los geles fueron lavados con agua destilada y conservados en una solucion
de 4cido acético glacial al 7 % (v/v).

La posicién relativa de cada banda (Rf) se establecio en base a la distancia media de
migracion obtenida, dividida entre la distancia de migracién del frente de corrida. Los

fenotipos isoenzimaticos se establecieron en cada variante al tener en cuenta el
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ndamero de bandas y posicion de la banda de tinciébn en cada sistema isoenzimatico
que se evalué.

3.3.4 Andlisis de marcadores RADPs en plantas micropropagadas

El ADN genomico total de ambos cultivares ((CMC-40" y “Sefiorita’) se aislé de hojas
de vitroplantas obtenidas del segundo subcultivo del tratamiento control y del
tratamiento con Pectimorf® (10 mg L™), se realiz6 por el método de CTAB propuesto
por Dellaporta et al. (1993). La calidad del ADN extraido se verificO mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % tefiido con bromuro de etidio (5 mg mL™)
(Sambrook et al., 1989). La corrida se realiz6 en tampon TBE 1X a 110 Vy 240 mAy
las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador de luz UV. La
concentracion del ADN obtenido se midié en un espectrofotometro NanoDrop (Inc.
Wilmington, USA) y se ajusté con agua mili Q estéril a 50 ng pL™. Las muestras se
conservaron a 4 °C hasta su analisis.

Las amplificaciones se desarrollaron en un volumen final de 25 ul que contenia: 50
ng.uL* ADN génomico, 0,4 pM de cada cebador RAPD evaluado, 0,2 mM de la
mezcla de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1X del tamp6n de la enzima y 0,5 U de Taq
polimerasa (Promega). Los cebadores arbitrarios se muestran en la tabla 9.

Las reacciones de PCR se desarrollaron en un termociclador (JM Research, USA)
mediante el siguiente programa de amplificacién: un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 94 °C por 30 s; seguido por 35 ciclos de tres pasos 92 °C por 1 min, 40 °C por 1

min y 72 °C por 2 min y un ciclo de extension final a 72 °C por 5 min.

Tabla 9. Cebadores arbitrarios empleados en el experimento

Secuencia de bases

. . Temperatura
Iniciador nitrogenadas °c)
E—*3)
UBC-240 ATGTTC CAG G 30
UBC-256 TGC AGT CGAA 30
UBC-259 GGTACGTATT 30
UBC-262 CGCCCCCAGT 36
UBC-268 AGG CCGCTTA 32
UBC-270 TGC GCG CGG G 38
UBC-277 AGG AAG GTG C 32
UBC-284 CAG GCG CACA 34
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Los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis a 110 v y 240 mA
en gel de agarosa al 1,5 % (m/v), con tampdn Tris- Borato- EDTA (TBE) 1X (0,09 M
Tris- borato, 0,002 M EDTA, pH 8) a 110 V y 240 mA. Las bandas correspondientes a
los fragmentos amplificados se visualizaron por marcaje con bromuro de etidio (5 ug
L) antes de observarse en un transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Bioblock
Scientific, Francia). Las bandas existentes se visualizaron a través de fotografias y
evaluaron de forma binaria por su presencia (1) o ausencia (0). El tamafio de los
fragmentos se estimd por comparaciéon con el marcador de peso molecular Gene
Ruler 1 kb DNA ladder (Promega, USA). Se realizaron dos repeticiones por
tratamiento y los resultados se expresaron en porcentaje de bandas monomaorficas.

En la figura 5, se muestra el esquema general de trabajo.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacioén de la interaccion auxina/Pectimorf®

En la figura 6, se observa que la expresion de la actividad de los genes SAUR16 e
IAA5 fue inducida después de 1 hora de afiadida al medio de cultivo la auxina AlA (1),
lo cual se reflejo en la aparicion de la banda correspondiente. Cuando se afiadio,
tanto el oligogalacturénido internacional purificado (O), como Pectimorf® (P) en
ausencia de la auxina, no hubo expresion apreciable de la actividad de dichos genes.
Sin embargo, cuando ambos compuestos se encontraban en presencia del AlA, se
apreciéo una disminucién en la expresion de ambos genes, mas marcada sobre
SAUR-16. °.

60 min
H | +O I+P O P
L SAUR16
” . - » - IAA5

o SEND SNND e e e | UBQS

Figura 6. Expresion de los genes SAUR-16 e IAA-5 en presencia del Pectimorf®.
Plantulas de Arabidopsis thaliana L. "Col O tratadas durante 1 hora con Agua (H) o 0,02 mg
L™ IAA (1), 10 mg L™ Oligogalacturénido internacional puro (O) o 10 mg L™ Pectimorf® (P).

Los resultados indicaron que Pectimorf® fue capaz de suprimir los niveles de
transcripcion de los genes IAA-5 y SAUR-16, cuando se empled en concentraciones
similares que el OG puro, lo cual se reflejo en la disminucion de la expresion para el
gen IAA-5 y la ausencia de expresion para el gen SAUR-16.

Los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos por Savatin et al. (2011),
quienes observaron que el gen SAUR-16 [At4g38860] fue reprimido totalmente en
presencia de los oligogalacturénidos, al aplicar 0,02 mg L™ de AIA, considerandolo
un gen marcador para dicha auxina y coinciden con otros autores, quienes sefialaron
gue en explantes de tabaco (Nicotiana tabacum L.), colocados en medios de cultivo

con AlA y el oligogalacturénido purificado (GP 8-16) ocurrié la inhibicién de la
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expresion del gen GUS que se relaciona con la actividad de las auxinas (Bellicampi
et al., 1993).

Varios estudios indican que los a (1-4)-D-oligogalacturénidos (OGs), liberados de la
degradacion de los homogalacturonanos (Hahn et al., 1981), un componente mayor
de la pectina, tienen efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas aunque,
se reconoce su actividad como antagonista de auxinas. Ha sido demostrado que los
OGs purificados parcialmente, suprimen la formacién de raices adventicias inducidas
por el &cido indolacético (AIA) en explantes de hojas (Bellicampi et al., 1993) e
inhiben los niveles de transcripcion de genes que son inducidos, tempranamente, por
AlA, en la planta considerada un modelo bioldgico, Arabidopsis thaliana L. (Savatin et
al., 2011). Sin embargo, algunos autores han informado un efecto estimulador del
enraizamiento en frijol (Hernandez et al., 2006) y en peciolos de violeta (Falcén y
Cabrera, 2007). Estos resultados al parecer contradictorios, pueden deberse a la
constitucién del medio de cultivo, asi como la concentracion del oligo empleada y su
modo y momento de aplicacién, ademas de la especie en cuestion.

Generalmente, los oligogalacturénidos con grado de polimerizacion entre 10 y 16
moléculas de acido galacturénido son los de mayor actividad biolégica. Entre estos
oligosacaridos, no se informan efectos sinérgicos ni antagonicos en la actividad
bioldgica, por lo que diferentes autores aceptan como valido utilizar en sus trabajos
de investigacion mezclas de estos compuestos (Bellicampi et al., 1995; Izquierdo et
al., 2009; Terry et al., 2011) y otros prefieren emplear oligogalacturénidos puros
(Denoux et al., 2008; Galletti et al., 2009).

El Pectimorf®, producido en Cuba, a partir de degradaciones enzimaticas parciales de
las paredes celulares de cortezas de frutos citricos, es una mezcla de OGs con grado
de polimerizacion (GP) entre 9 y 16 (Cabrera et al., 2003). Este producto,
considerado un regulador del crecimiento no tradicional, ha sido empleado como
sustituto de hormonas tradicionales en protocolos de micropropagacion, porgue
estimula el crecimiento y diferenciacion en diferentes cultivos, tales como malanga
(Hernandez et al., 2009), platanos (lzquierdo, 2013), tomate (Plana et al., 2003) y
cafia de azucar (Nieves et al., 2006). También, es considerado un potente elicitor de

defensa en plantas (Suarez et al., 2013).
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Los resultados demuestran que el Pectimorf® se comporté de forma muy similar al
oligogalacturénido purificado, ambos oligos fueron capaces de perturbar los niveles
de transcripcion de los genes (SAUR-16 e IAA-5) en presencia de la auxina AlA.

En la figura 7 se observa el efecto del oligo sobre los niveles de expresion de los
genes SAUR16 e IAA5 en presencia de las auxinas AIA y ANA en iguales
concentraciones. El oligogalacturénido purificado (O), disminuyd los niveles de
expresion de ambos genes en mas de un 50 %, como se habia probado (Figura 1)
cuando se empleo el AlA, lo cual indica que el oligo tuvo una accion similar sobre los

niveles de expresién de ambos genes.
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Figura 7. Expresion de los genes reguladores de las auxinas (SAUR- 16 e IAA-5) en
presencia del oligogalacturénido.

Plantulas de Arabidopsis thaliana L. “Col O” tratadas durante 1 hora con Agua (H), 0,02 mg L
LIAA (1), 0,02 mg L™ ANA (A) 6 10 mg L™ Oligogalacturénido internacional(O).

Los resultados de este trabajo apoyan lo informado por otros autores sobre las
evidencias relacionadas con el antagonismo de Pectimorf® y las auxinas AIA y ANA
(Izquierdo, 2013), ya que hasta la fecha no habfa sido comprobado si Pectimorf®
poseia, al igual que los oligos purificados parcialmente, un efecto antiauxinico
reportado por otros autores (Bellicampi et al., 2000). También Branca et al., (1998);
Bellicampi et al., (1993) y Goda et al., (2004), sefialan que los oligogalacturonidos
inhiben la expresion de las auxinas.

Si bien el mecanismo molecular de la actividad antiauxinica de los OGs no esta

completamente estudiado, existen algunos progresos recientes para evaluar el
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mismo a través de los niveles de transcripcién de varios genes que son inducidos
tempranamente por auxinas, entre ellos IAA (IAA-5 [At1g15580], IAA-19 [At3g15540],
IAA-20 [At2g46990], 1AA-22 [Atlgl19220], SAUR-16 [At4g38860], SAUR-
AC1[At4g38850] y GH3.3 [At2g23170], en Arabidopsis, ante la presencia o no de los
OGs (Savatin et al., 2011).

Grunewald et al., (2009), trabajaron con diferentes concentraciones de ANA (0,01,
0,1y 1 mg LY en plantulas de Arabidopsis thaliana L. y demostraron a los 30
minutos, la expresion de los genes IAA-1, IAA-5 e IAA-19. Savatin et al., (2011) en
igual cultivo aplicaron a plantulas 0,02 mg L™ de AIA y observaron la activacién de
iguales genes y otros, que se expresaron ante la presencia de esta auxina,
considerandolos genes marcadores, entre ellos SAUR-16 [At4g38860]. Respecto al
gen SAUR-16, comenta que este se utiliza rara vez como marcador de respuesta a
las auxinas, sin embargo se emple6 porque es reprimido ante la presencia de los
oligogalacturénidos.

Segun GENEVESTIGATOR (2004), base de datos donde se recogen todos los
testimonios de microarreglos de Arabidopsis thaliana L., existen registros donde se
emplea el AIA y ANA en el estudio de expresion del gen IAA-5 y se requiere de
concentraciones menores de ANA para lograr la expresion este gen.

Arabidopsis thaliana L es la especie con la cual la yuca comparte mayor nimero de
secuencias, ya que casi el 90 % de los EST (del inglés Expressed Sequences Tags;
Rudd, 2003) tienen una similitud significativa con esta planta. En otros estudios se
han reportado similitudes importantes entre estas dos especies (Lopez et al., 2004;
Sakurai et al.,, 2007), lo cual no so6lo debe considerarse a la luz de la cercania
evolutiva, sino también al alto numero de EST reportados en Arabidopsis, lo que
incrementa la probabilidad de encontrar secuencias similares (Zapata et al., 2011).
Los resultados obtenidos demuestran que, ciertamente Pectimorf® posee una accién
inhibitoria sobre los genes SAUR-16 e IAA-5 que codifican la expresién de auxinas,
por cuanto, su accién favorable sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas
informado por autores como Hernandez et al., 2009; Hernandez et al., 2010; Suarez

et al., 2013, se ejerce por otras vias, estimulando quizas la expresion de otros genes
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u otros mecanismos en las plantas, lo cual debera ser estudiado y esclarecido en
futuras investigaciones

4.2 Efecto de Pectimorf® sobre las diferentes fases de la micropropagacién de
la yuca

4.2.1 Crecimiento de apices in vitro

Durante la primera semana de establecidos, se observaron algunas alteraciones en
el color y morfologia de los apices en los tratamientos donde se empled el
Pectimorf®, presumiblemente debido, al aumento de la velocidad de crecimiento o
divisién celular en esta primera fase. A pesar de ello, los &pices presentaron una
coloracion verde lima (32CD32) y a partir de los restantes dias continuaron su
crecimiento normalmente.

En la Tabla 10, se observa que hubo diferencias significativas entre los tratamientos,
mostrando una respuesta diferenciada de las variables en ambos cultivares. En
cuanto a la altura de las vitroplantas, en el cultivar "CMC- 407, el tratamiento 3 con 5
mg L™ de Pectimorf® en sustitucién de ANA, alcanzé el mayor valor de altura de 2,88
cm; sin diferencias significativas al control que contenia ANA y BAP, ni de los
tratamientos 6 y 7, donde se afiadié Pectimorf® a 5y 10 mg L™ respectivamente en
presencia de ANA y en sustitucion de BAP. Resultados indican que a pesar del
efecto inhibitorio sobre algunos genes que codifican la expresion de auxinas en
plantas, Pectimorf® empleado en estas concentraciones en un medio de cultivo en
ausencia de ANA, logré estimular el crecimiento de apices de yuca.

En el cultivar “Sefiorita’”, los maximos valores de altura se obtuvieron en los
tratamientos 6 y 7, donde se emple6 Pectimorf® en presencia de ANA a las
concentraciones de 5y 10 mg L™, los cuales no difirieron estadisticamente entre ellos
y alcanzaron valores por encima de los 2 cm de altura; ambos tratamientos no
difirieron del tratamiento control, tratamiento 3 (6-BAP+ 5 mg L™ Pectimorf®) y del
tratamiento donde se empled Pectimorf® en presencia de ANA a la concentracién de
15 mg L™. En este caso fue necesaria la presencia de ANA + Pectimorf®, lo cual
sugiere que en este cultivar el contenido endégeno de reguladores es diferente,
lograndose el balance adecuado para la morfogénesis con una composicion del

medio de cultivo distinta de "CMC- 40°".
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Tabla 10. Efecto del Pectimorf® sobre variables morfolégicas de &pices in vitro de yuca

(n=20).
"CMC- 40 “Sefiorita’
Altura No. de No. Color  Altura No.de No. Color
T (cm) hojas raices (cm) hojas Raices
1 (Control) 200ab 28bc  280abc  (pmenoa™®  112ab  200ab 1,80ab gopu
2 076c  1,66c  140bc ey 042b  100b 020d L
3 288a  400ab 4752 (50 134ab  320ab  320ab  (sepe
4 077c  200c  180bc [y 060b  220ab  100bc  (sipm
5 085bc  200c  075bc (s> 040b  180ab  040cd (5o
6 212ab 260bc 360ab  (mepwy  208a  360a  240ab (e
7 237ab 275bc  350ab  guormm . 218a  360a  400a  (mipwe
8 102b  250bc  150bc  uodoX™  110ab  260ab  340ab  (meos
9 120b  400b  300abc  {frrgy  080b  260ab  300ab e
10 135b  400b  350ab  grete 064b  300ab 220ab (e
11 1,17b  550a 2,00 abc ?2‘:;2(')%) 0,72b  2,00ab 1,60 ab ?,T;Ffﬂ(')%)
verde
12 072¢c  200c  100bc (e 066b  160ab 200ab  bosque
(228B22)
verde bosque verde
13 102b  225bc  120bc  (yemo> 0,76b  1,80ab 180ab  bosque
(228B22)
verde bosque verde
14 122b  175¢  040C  (peeo> 056b  340a  240ab bosque
(228B22)
DE 0,41* 0,40** 0,59** 0,43* 0,46** 0,58%**
T: Tratamientos

Leyenda: T1: 0,02mg L*ANA+ 0,05 mg L™ AGs+ 0,04 mg L™ BAP, T2: sin presencia de reguladores
(ANA; BAP)+ AG3, T3: AGs+ BAP+ 5 mg L™ Pectimorf®, T4: AGs+ BAP+ 10 mg L™ Pectimorf®, T5: AG3+
BAP+ 15 mg L™ Pectimorf®, T6: ANA+ AGs+ 5 mg L™ Pectimorf®, T7: ANA+ AGs+ 10 mg L™ Pectimorf®,
T8: ANA+ AG;+ 15 mg L* Pectimorf®, T9: ANA+ AG;+ BAP+ 5 mg Lt Pectimorf®, T10: ANA+ AG3+
BAP+ 10 mg L* Pectimorf®, T11: ANA+ AGs+ BAP+ 15 mg L™* Pectimorf®), T12: AGs+ 5 mg L™
Pectimorf®, T13: AGs+ 10 mg L™ Pectimorf® y T14: AGs+ 15 mg L™ Pectimorf®)

Medias con letras distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan (p< 0,05) (*
significativo para p<0,1; **significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001 (DE
Desviacion Estandar).

Para el nimero de hojas, en el cultivar “"CMC-40", cuando se utilizd Pectimorf® en la
concentracién de 15 mg L™, en presencia de ambos reguladores, las vitroplantas
alcanzaron 5,5 resultando el tratamiento superior, sin diferenciarse estadisticamente
del tratamiento 3 (en ausencia de ANA y 5 mg L™ de Pectimorf®), pero si del resto de
los tratamientos. Sin embargo, las hojas desarrolladas en el tratamiento 3, tenian una
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coloracion verde bosque (228B22), lo cual no ocurrid en el tratamiento 11 (ANA,
BAP, AG3 y 15 mg L' de Pectimorf®), ya que estas fueron de color amarillo
(FFFFO0O0). Los resultados fueron similares a los obtenidos por Demeke et al. (2014)
en igual cultivo, quienes sefalan que un desbalance hormonal podria traer consigo
alteraciones en la sintesis de pigmentos relacionados con la clorofila.

En el cultivar “Sefiorita”, los maximos valores en cuanto al nimero de hojas se
obtuvieron en los tratamientos 6 (ANA, AGs y 5 mg L™ de Pectimorf®) , 7 (ANA, AGsz y
10 mg L™ de Pectimorf®) y 14 (ANA, BAP, AG3 y 15 mg L™ de Pectimorf®), los cuales
no difirieron estadisticamente entre ellos, ni con el resto de los tratamientos
empleados, excepto del tratamiento 2 correspondiente al medio sin reguladores del
crecimiento ni Pectimorf®, en el cual las hojas tenfan un color amarillo (FFFF00)
también presente en los tratamientos 9, 10 y 11. En el resto de los tratamientos la
coloracion de las hojas fue verde primavera (OOFF7F).

El mejor tratamiento para el numero de raices en el cultivar "CMC- 40" fue el 3, que
contenia 6-BAP y 5 mg L™ de Pectimorf®, sin diferencias significativas con el control
ni con los tratamientos 6, 7, 9, 10 y 11 que contenian ANA y 5y 10 mg L™ de
Pectimorf®, respectivamente, en el caso de los dos primeros y ANA y BAP con 5, 10
y 15 mg L™ de Pectimorf® en el caso de los tres tltimos. Por lo que, en ausencia de
ANA, la concentracion de 5 mg L™ de Pectimorf® fue capaz de inducir una mayor
formacion de raices, sin embargo cuando esta estuvo presente las concentraciones
de Pectimorf® no parecieron jugar un papel decisivo en este proceso.

Para el cultivar “Sefiorita’, el mayor valor para el nUmero de raices fue el tratamiento
7, con ANA y 10 mg L* de Pectimorf®, sin diferencias significativas con los
tratamientos que contenfan ANA en todas las concentraciones de Pectimorf®, ni del
tratamiento control en presencia de ANA y BAP y de los tratamientos 12, 13 y 14 sin
ANA y BAP con las tres concentraciones de Pectimorf®.

Estos resultados corroboran lo anteriormente planteado y evidencian una vez mas
que la accion de Pectimorf® sobre estos procesos es independiente de la presencia o
no de la auxina, ya que se manifiesta en ambos casos.

En la figura 8, se observa que en los tratamientos con Pectimorf® se produjo un

engrosamiento de las raices, lo cual pudiera estar asociado con una mayor sintesis y
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acumulacion de sustancias en las mismas; este efecto ha sido informado por Alvarez
et al., (2011), quienes emplearon semillas de rabano (Raphanus sativus L.) cv. PS-9
y se aprecié un incremento de la longitud y diametro del rizoma de las plantas
tratadas, lo cual coincide con estos resultados.

La rizogénesis in vitro es un proceso complejo en el que se debe profundizar, ya que
influyen multiples factores entre los que se encuentran la composicion del medio de

cultivo y el origen del explante inicial (especie, genotipo y edad fisiolégica).
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Figura 8. Efecto de Pectimorf® como complemento de ANA y 6-BAP sobre el
crecimiento de apices de yuca, cultivar CMC-40. La imagen es significativa para el
cultivar “Sefiorita’. ( de izquierda a derecha tratamiento control, tratamiento 9: ANA+ AGs+
6-BAP+ 5 mg L™ Pectimorf®, tratamiento 10: ANA+AGs+ 6-BAP+ 10 mg L™ Pectimorf® y
tratamiento 11: ANA+ AGs+ 6-BAP+ 15 mg L™ Pectimorf®).

Al parecer la rizogénesis es un proceso menos afectado en la yuca por la presencia
de reguladores en el medio de cultivo, ya que para ambos cultivares en los
tratamientos donde se empled Pectimorf® como sustituto de los reguladores ANA y 6-
BAP (12, 13 y 14) se logro la formacion de raices y la coloracion fue verde bosque
(228B22) (Figura 9).

En el cultivo de la yuca, son numerosos los autores que emplean como reguladores
del crecimiento en los protocolos de micropropagacion, la auxina ANA y la citoquinina

6-BAP, para lograr una mayor eficiencia del proceso (Ochoa et al., 2012; Mayapi et
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al., 2013). Sin embargo Medero (2006), sefal6 que el AG3 juega un papel importante
en la fisiologia de los &pices de yuca, pues favorece el crecimiento de los
entrenudos, independientemente de la composicién del medio de cultivo.

Figura 9. Efecto de Pectimorf® como sustituto total hormonal de auxinas y
citoquininas sobre el crecimiento de apices de yuca. Imagen es significativa para los
cultivares "CMC-40" y “Sefiorita”. (De izquierda a derecha tratamiento control, tratamiento 2:
libre de reguladores del crecimiento ANA y 6-BAP, excepto AGs;, tratamiento 12: AGz;+ 5 mg
L™ Pectimorf®, tratamiento 13: AGs+10 mg L™ Pectimorf® y tratamiento 14: AG;+15 mg L™
Pectimorf®).

Otros autores emplean los oligogalacturonidos en diferentes procesos
biotecnoldégicos como: germinacion de semillas de Spathoglottis plicata B
(Orchidaceae) (Suarez et al., 2006), cultivo de embriones de Citrus macrophilla W
(Bao, 2009), cultivo de brotes de malanga (Colocassia sp.) (Hernandez et al., 2006),
formacion de callo embriogénico de mandarina “Cleopatra” (Citrus reshni Hort. ex
Tan (Hernandez et al., 2010) y apices meristematicos de bananos (Musa spp.)
(Izquierdo, 2013).

Son numerosos los trabajos que informan que Pectimorf® ejerce un efecto
estimulador de los procesos morfogenéticos; Gonzélez et al., (2004), en el
establecimiento in vitro de yemas de boniato (lpomea batata L.), emplearon
Pectimorf® (10 mg L™) en sustitucién de &cido indol-3-acético (0,05 mg L™) y acido
giberélico (10 mg L), donde fue posible el crecimiento de las yemas en todas las
concentraciones empleadas en presencia del producto.

En cafa de azucar (Sacharum spp.), en la fase de histodiferenciacion de callos, el

mayor numero de embriones y la mayor sincronia ocurrié en aquellas combinaciones
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en las cuales el 2,4-D se redujo, fundamentalmente en la concentracién de 5 mg L™
del oligosacérido (Cid et al., 2006).

En el cultivar "CMC-40’, la inclusién del Pectimorf® a la concentracién mas baja (5
mg L) en sustitucién del ANA (0,02 mg L™?), combinado con la citoquinina 6-BAP
(0,04 mg L™) resulté superior en altura, nimero de hojas y raices, aunque sin
diferencias con el control; sin embargo, en el cultivar “Seforita’, se requirid la
presencia del ANA (0,02 mg L) y concentraciones de 5y 10 mg L™ de Pectimorf®
para alcanzar los mejores resultados de altura, nimero de hojas y raices e incluso
estos tratamientos repercutieron sobre el color de las hojas, lo cual evidencié que
resultaron suficientes para promover la formacion de pigmentos en las hojas.

Es necesario resaltar que el empleo del Pectimorf® favorecié el establecimiento in
vitro de é&pices de yuca (Manihot esculenta C.) en los cultivares "CMC- 40" y
“Senforita’, sin embargo, su efecto no fue idéntico en cuanto a concentracion en el
medio de cultivo en ambos genotipos, lo que prueba la influencia del genotipo a la
hora de establecer cualquier protocolo que involucre cambios en los reguladores y
sus concentraciones en los medios de cultivo.

La actividad de las auxinas se ha relacionado con una amplia variedad de eventos
celulares y actian como una sefial para una multitud de procesos de desarrollo
complejos incluyendo la formacién de érganos enteros (Lau et al., 2012; Barbez y
kleine-Vehn, 2013; Pierre-Jerome et al., 2013). Sin embargo, para entender el
significado bioldgico de estas expresiones y su interaccion con las nuevas sustancias
biolégicas como Pectimorf®, es necesario seguir investigando los mecanismos
capaces de regular la expresion de los genes involucrados en dichos procesos.

Los resultados obtenidos muestran que la accién de Pectimorf® sobre los procesos
de crecimiento y desarrollo estudiados durante la micropropagacion de apices y
yemas de yuca (Manihot esculenta C.) se ejerce independientemente de su
antagonismo con la expresion de los genes IAA5 y SAUR16, o bien, que esta accién
es modificada por el resto de los componentes del medio de cultivo o las condiciones
experiementales u otros factores asociados. La morfogenesis es un proceso
complejo donde estan vinculados una gran cantidad de eventos celulares regulados

por numerosos genes. Segun estudios realizados por Gonzalez et al., (2014), en
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tabaco (Nicotiana tabacum L.), sobre el efecto de la expresion de 500 genes en
plantas tratadas con Xiloglucanos, oligogalacturénidos obtenidos a partir del
tamarindo (Tamarindus indica L.), estos poseen un efecto significativo sobre la
expresion de genes relacionados con el metabolismo de la pared celular,
sefializacion, division celular y control transcripcional.

En papaya (Carica papaya L.) se inform6 por Estrella (2012), la existencia de
homologia de los genes que codifican para el transporte de entrada y salida de
auxina, con los de Arabidopsis. Este autor sefial6 ademas que el gen AtPIN7 es en
papaya el CpPINS.

Muy pocos trabajos refieren esta temética por lo cual seria un punto estratégico para
el desarrollo de investigaciones futuras.

A partir de los resultados se sugiere utilizar de manera general como medio de
cultivo de apices de plantas in vitro, 5 mg L™ Pectimorf® como sustituto del ANA, 0,04
mg L' 6-BAP y 0,05 mg L* AGs; ya que este tratamiento no tuvo diferencias
significativas con el medio control para ninguna de las variables estudiadas ni para
los cultivares incluidos en la investigacion y haria mas eficiente el proceso, al eliminar
el ANA y emplear la concentracién mas baja de Pectimorf®.

4.2.2 Crecimiento de yemas axilares de segmentos nodales

Al analizar la altura de los explantes (Figura 10), se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos en ambos cultivares. En el cultivar "CMC-40" los
mejores tratamientos resultaron 3, 4y 5 (5, 10 y 15 mg L™ de Pectimorf® en ausencia
de ANA, respectivamente), sin diferencias significativas entre ellos, lo cual demuestra
la posibilidad de la sustitucion de ANA por el Pectimorf® en cualquiera de las
concentraciones empleadas en este tipo de explante. En el cultivar “Sefiorita”, los
mejores tratamientos fueron 4 y 5, correspondientes a las concentraciones de 10 y
15 mg L™ de Pectimorf®, respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos,
aunque T5 no difirid del tratamiento control con ANA y de T3 con 5 mg L™ de
Pectimorf®.

Este resultado pudo deberse a que Pectimorf®, a las concentraciones empleadas en
ambos cultivares, fue capaz de estimular el crecimiento de las yemas en aquellos

tratamientos donde no estuvo presente la auxina.
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Figura 10. Efecto de las diferentes concentraciones de Pectlmorf® sobre la altura de
los brotes en segmentos nodales de yuca (n= 20) (T1 (Medio Control): 0,01 mg L ANA, T2
(Medlo 1): Sin reguladores del creC|m|ento T3: 5mg L™ Pectimorf®, T4: 10 mg L™ Pectlmorf T5: 15
mg L™ Pectimorf®, T6: (ANA +5mg L™ Pectimorf® ), T7: (ANA+10 mg L ! pectimorf® ), T8: (ANA +15
mg L* Pectimorf®)) Medias con letras distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan
(p< 0.05), DE (Desviacioén estandar).
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Resultados de otros autores coinciden en que de todos los factores implicados en la
respuesta morfogenética, el balance hormonal constituye el factor mas importante.
Estudios de correlacion entre los niveles hormonales enddégenos y procesos
fisiologicos, asi como experimentos sobre el efecto de los reguladores del
crecimiento aplicados exd6genamente, son corroborados por varios autores
(Nordstrom et al., 2004; Pernisova et al., 2008; Muller y Sheen, 2008; Markovi¢ et al.,
2013), los cuales demuestran la importancia del balance entre auxinas y citoquininas
para determinar un equilibrio adecuado entre el desarrollo foliar y radical de las
vitroplantas a obtener.

Los resultados coinciden con Suarez et al., (2013), quienes en la micropropagacion
acelerada de Encyclia grisebachiana C., utilizaron diferentes concentraciones de
Pectimorf® en sustitucion de AIA, en medio de multiplicacién para esta especie, los
resultados demostraron una respuesta favorable en la altura y el desarrollo radical de
las vitroplantas provenientes de los medios que contenian dosis de 5 mg L™ del

producto, lo cual permitié la formacion de vitroplantas 6ptimas para la aclimatizacion
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Al analizar el nimero de hojas emitidas (Figura 11), se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos en ambos cultivares. En "CMC-40", el tratamiento
5 resulté superior, correspondiente a la concentracién de 15 mg L™ de Pectimorf®
como sustituto de ANA, sin diferencias significativas con los tratamientos 4 y 6,
correspondiendo el primero a 10 mg L™ de Pectimorf® y el segundo a 5 mg L™ de
Pectimorf® como complemento de la auxina, lo cual corrobora lo planteado
anteriormente. El medio sin reguladores del crecimiento (T2) y T8 (ANA+ 15 mg L™
Pectimorf®), no mostraron diferencias significativas entre ellos, con los menores
valores para este caracter; lo cual pone de manifiesto una vez més el papel de la
concentracion del Pectimorf® en su accién sobre los procesos en las plantas (Bao,
2009, Hernandez et al., 2006, Hernandez et al., 2010).

En el cultivar “Sefiorita’, el tratamiento que contenia 10 mg L™ de Pectimorf® en
sustitucion del ANA (T4), result6é superior, aunque no difirio del control con ANA (T1)
ni del tratamiento con 15 mg L™ de Pectimorf® (T5) respectivamente; las menores
valores para esta variable se obtuvieron en los tratamientos 6, 7 y 8, lo que evidencia
la importancia del genotipo en la respuesta a la composicion del medio de cultivo.

Los valores mas bajos para esta variable ocurrieron en los medios donde se emple6
el Pectimorf® en presencia de ANA, los cuales no difirieron del medio sin reguladores
del crecimiento. Estos resultados reflejan una posible accion antagonica entre el
Pectimorf® y la auxina, la cual ha sido enunciada por diferentes autores (Savatin et
al., 2011).

Resultados similares a los encontrados en este trabajo obtuvieron Lara et al., (2004),
quienes comprobaron el efecto estimulante del Pectimorf® sobre la propagacion in
vitro de segmentos de escamas de lirio (Easter lily sp.), siendo la concentracion de
10 mg L™ de Pectimorf® la que favorecié la regeneracién de plantas, al formar mayor
namero de bulbos, hojas y raices. En experimentos desarrollados con el cultivo de la
pifia (Ananas comosus L.), el Pectimorf® estimulé la produccién de yemas, brotes,

nuamero de raices y desarrollo de las plantulas (Moya et al., 2006).
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Figura 11. Efecto de las diferentes concentraciones de Pectimorf™ sobre el niumero

de hojas de los brotes de yuca (n=20) (T1 (Medio Control): 0,01 mg L™ ANA, T2 (Medio 1):
sin reguladores del crecimiento, T3: 5 mg L™ Pectimorf®, T4: 10 mg L™ Pectimorf®, T5: 15 mg L™
Pectimorf®, T6: (ANA + 5 mg L™ Pectimorf®), T7: (ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), T8: (ANA + 15 mg L™
Pectimorf®)). Medias con letras distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan (ps
0.05), DE (Desviacion estandar).

También Hernandez et al., (2009), informaron sobre las potencialidades del
Pectimorf® en la micropropagacion del Spathiphyllum sp. como promotor de procesos
morfogenéticos. En este caso, mostré su accion al aumentar el nimero de hojas y
brotes por lo que recomendd su empleo en el medio de cultivo a una concentracion
de 5mgL™.

El empleo de Pectimorf® favorecié la formacién del nimero hojas como sustituto de
ANA en ambos cultivares, aunque el cultivar "CMC-40" requiri6 de mayores
concentraciones de Pectimorf® (15 mg L™ ) para alcanzar los mayores valores de
esta variable sin embargo, en el cultivar “Sefiorita” se logré sustituir ANA por el
Pectimorf®, en cualquiera de las concentraciones de éste (5, 10 6 15 mg L™), por
mostrar resultados similares al tratamiento control con 0,01 mg L™ de ANA. Este
resultado es importante, ya que pudiésemos sustituir el ANA que es un regulador
importado, por el Pectimorf® producto nacional.

En la figura 12, referente al numero de raices, se observaron diferencias

significativas entre los tratamientos empleados para ambos cultivares. En el cultivar
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"CMC-40’, los tratamientos 1, 3, 4 y 5 resultaron superiores y no mostraron
diferencias estadisticas entre ellos; los mismos corresponden al medio de cultivo
control con ANA vy los tratamientos donde se empled en sustitucion de esta el
Pectimorf® en cualquiera de sus concentraciones (5, 10 y 15 mg L™). A su vez, estos
tratamientos no difirieron significativamente de T6 y T7, en los cuales se
complementé el ANA con 5y 10 mg L* de Pectimorf®, respectivamente y éstos

resultaron similares a T8, con ANA 'y 15 mg L™ de Pectimorf®).
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Figura 12. Efecto de Pectlmorf® sobre eI numero de ralces de wtroplantas de yuca

(n= 20) (T1 (Med|o Control): 0,01 mg L* ANA T2 (Medio 1): sm reguladores del crecimiento, T3: 5
mg L' Pectimorf®, T4: 10 mg L Pectimorf®, T5: 15 mg L* Pectlmorf T6: (ANA + 5 mg L™

Pectimorf®), T7: (ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), T8: (ANA + 15 mg L™ Pectimorf®)). Medias con letras
distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan (p< 0.05) (* significativo para p<0,1;
**significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001) (DE Desviacion Estandar).

En el cultivar “Sefiorita’, el tratamiento 4 (10 mg L™ de Pectimorf®) en sustitucién de
ANA, resulté superior al resto, aunque no difirié de T1 (0,01 mg L™ de ANA) y T5 (15
mg L™ de Pectimorf®), el resto de los tratamientos tuvieron valores inferiores aunque
no significativos en el caso de T3y T6.

Como era de esperar, en ambos cultivares se observdo un efecto ligeramente
depresivo sobre la emisién de raices en los tratamientos que contenian ANA y
Pectimorf® en las diferentes concentraciones (T6, T7 y T8), aunque la respuesta

dependio del genotipo.
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Los resultados obtenidos demuestran que es posible emplear Pectimorf® como
sustituto de la auxina (ANA) en el medio de cultivo para estimular la emision y
crecimiento de raices en cultivares de yuca, aungue la concentracion a emplear para
obtener una mejor respuesta dependio del genotipo empleado.

Esta accién estimuladora del Pectimorf® sobre el enraizamiento de plantas fue
sefalado por diferentes autores en varios cultivos tales como Phaseolus vulgaris L.
(Hernandez et al., 2006), peciolos de violeta africana (Saintpaulina ionata L.) (Falcon
y Cabrera, 2007) y la micropropagacion del cultivar de banano "FHIA-18" (Musa sp.
AAAB) (Izquierdo, 2013), donde se observo también estimulacion en la produccion
de raices cuando se aplicé el Pectimorf® 10 mg L. Todo esto confirma la capacidad
de este oligopectato para inducir el enraizamiento, validandose como una alternativa
promisoria en la micropropagacion de plantas.

En cuanto al efecto de Pectimorf® sobre la masa fresca de las vitroplantas (Figura
13), se observaron diferencias significativas entre los tratamientos para ambos
cultivares. En el cultivar "CMC- 40", el tratamiento 4 (10 mg L™) de Pectimorf® resulté
superior aunque no difii6 de T1 y T5, control y 15 mg L* de Pectimorf®,
respectivamente. Los tratamientos 2 y 3, correspondientes al medio sin reguladores
del crecimiento y a la concentracién méas baja de Pectimorf® (5 mg L™),
respectivamente, mostraron los menores valores de esta variable, lo cual indica que
son necesarias mayores concentraciones de Pectimorf® para lograr valores
superiores de masa fresca de los explantes.

Por el contrario, en el cultivar “Sefiorita’, el tratamiento 3 (5 mg L™) de Pectimorf®
resulté superior al resto, aunque no difiri6 de T4 y T5, con 10 y 15 mg L' de
Pectimorf® respectivamente. El menor valor para esta variable se obtuvo en el medio
control, con 0,01 mg L™ de ANA, el cual no difirié de los medios en los que se empled

la auxina complementada con las tres concentraciones de Pectimorf® (T6, T7 y T8).
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Figura 13. Efecto de Pec'umorf® sobre la masa fresca de Ios explantes de yuca

(n= 20) (T1 (Med|o Control): 0, 01 mg L* ANA T2 (Medio 1): sm reguladores del crecimiento, T3: 5
mg L' Pectimorf®, T4: 10 mg L Pectimorf®, T5: 15 mg L' Pectlmorf T6: (ANA + 5 mg L™

Pectimorf®), T7: (ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), T8: (ANA + 15 mg L™ Pectimorf®)). Medias con letras
distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan (p< 0.05) (* significativo para p<0,1;
**significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001) (DE Desviacion Estandar).

En sentido general, hubo una respuesta diferenciada entre los genotipos; en el
cultivar "CMC-40" para obtener valores similares al control con ANA se requirieron
concentraciones de Pectimorf® entre 10 y 15 mg L™, sin embargo, para “Sefiorita” la
mejor respuesta se obtuvo con 5 mg L™ aunque sin diferencias significativas con 10 y
15 y estos tratamientos superaron estadisticamente al tratamiento control. Los
mayores valores de masa fresca para ambos cultivares de yuca correspondieron a
las concentraciones entre 10 y 15 mg L™ de Pectimorf®, en ausencia de ANA, donde
también se observaron los maximos valores de altura, nUmero de hojas y nimero de
raices, lo cual repercutié en un aumento de la biomasa de los explantes.

También Moya et al., (2004), sustituyeron parcialmente los reguladores del
crecimiento AIA y BAP, por el Pectimorf® al emplear concentraciones de 1y 5 mg L?,
informaron el incremento de la masa fresca y seca total de las vitroplantas en la
multiplicacion in vitro de la pifia (Ananas comosus (L.) Merr.)

La Figura 14, muestra plantulas de yuca de 21 dias desarrolladas en los medios 4y 5
correspondientes a las concentraciones 10 y 15 mg L™ de Pectimorf®, en ausencia de

ANA, las cuales presentaron un buen vigor y desarrollo arménico de sus partes
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aéreas y raices, por lo que se demostré que es factible el Pectimorf® en sustitucién
de ANA durante el proceso de micropropagacion de cultivares de yuca.
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Figura 14. Efecto de Pectimorf® en el tratamiento control y mejores tratamientos en el

vigor y apariencia de vitroplantas de yuca. Imagen representativa para ambos cultivares. T1
(0,01 mg L ANA), T4 (10 mg L™ Pectimorf®) y T5 (15 mg L™ Pectimorf®).

De los resultados obtenidos hasta este punto se puede deducir que la accion
inhibitoria del Pectimorf sobre la expresion de los genes IAA-5 y SAUR-16
comprobada en este trabajo, resulta modificada por la presencia en el medio de
cultivo de otros componentes o bien su efecto sobre los procesos de crecimiento
estudiados, si bien son analogos a los efectos auxinicos en plantas se llevan a cabo
mediante mecanismos diferentes a éstas, lo cual debe ser objeto de estudio en
futuras investigaciones.

Los resultados de este experimento no tienen precedentes en la literatura para el
cultivo de la yuca, aspecto que permite recomendar el uso del Pectimorf® en el
proceso de micropropagacion de este cultivo. Los resultados anteriores conllevaron a
evaluar el efecto del Pectimorf® durante la multiplicacién de los explantes para
recomendar 0 no su introduccibn a gran escala en los esquemas de
micropropagacion (biofabricas) del pais.

4.2.3 Numero de subcultivos de yemas axilares.

Al analizar la figura 15, se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos; el control fue superior estadisticamente en todos los subcultivos para la
altura, numero de hojas y niumero de nudos, sin embargo se observd una respuesta
diferente para los caracteres niumero de raices y longitud de la raiz, los cuales se

mantuvieron elevados hasta el cuarto subcultivo. El empleo continuo del Pectimorf®
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produjo un efecto depresivo sobre las variables altura, numero de hojas y nimero de
nudos, el cual se fue acentuando de un subcutivo a otro, lo que indica que el mismo
solo debe emplearse al inicio del proceso de multiplicacion. A partir del tercer
subcultivo, las plantas provenientes del tratamiento sin reguladores del crecimiento
presentaron pequefio tamafio, entrenudos muy cortos y escasa formacion de raices,

debido evidentemente al agotamiento de las reservas del explante.

Con respecto al cultivar “Seforita (Figura 16), los caracteres evaluados no
mostraron diferencias estadisticas respecto al tratamiento control en el segundo y
tercer subcultivo, excepto para la longitud de la raiz, en la cual en el tercer subcultivo,
el tratamiento donde se aplicé el Pectimorf® resulté superior al control y al medio sin
reguladores del crecimiento. Sin embargo, a partir del cuarto subcultivo se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos, mostrando una inhibicion
de todas las variables evaluadas con la aplicacién del Pectimorf®; lo que indica un
efecto acumulativo perjudicial del oligo en los tejidos de las plantas. Este es un
indicador muy sensible a la aplicacion de los oligogalacturénidos, lo cual coincide con
Hernandez et al, (2010) quienes plantearon en A. thaliana que los

oligogalacturonidos provocan cambios en la arquitectura del sistema radicular.

Se observd que, el cultivar "CMC-40" respondi6 mas marcadamente a las
aplicaciones del Pectimorf® desde el segundo subcultivo, afectandose mas
drasticamente los procesos involucrados en el crecimiento y desarrollo de las
plantulas, poniéndose una vez mas de manifiesto el papel del genotipo en la
respuesta a las variaciones del medio de cultivo, lo cual pudiera estar relacionado
con las diferencias en el contenido endégeno de reguladores entre los mismos.

En este sentido, Izquierdo (2013), para la micropropagacion del banano (Musa spp)
cultivar FHIA- 18, estudi6 el efecto que ejercié la aplicacion de Pectimorf® en la fase
de multiplicacion in vitro durante cuatro subcultivos sobre el nimero de brotes, altura
y numero de raices por explantes. La aplicacion de esta sustancia favorecio la altura
y el nimero de brotes por explante, siendo superior en todos los subcultivos respecto
al tratamiento control; sin embargo, en el cuarto subcultivo los explantes no

enraizaron.
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Figura 15. Efecto del Pectimorf® durante los subcultivos de yemas axilares de yuca,
cultivar "CMC- 40°. (I, Ill, IV- NGmero de subcultivos. Medio Control: 0,01 mg L™* ANA,

Pectimorf®: 10 mg L™ Pectimorf®, Libre: sin reguladores del crecimiento) (DE Desviacién Estandar).
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Figura 16. Efecto del Pectimorf® durante los subcultivos de yemas axilares de yuca,

cultivar “Sefiorita”. (I, II, Ill, IV- Nimero de subcultivos. Medio Control: 0,01 mg L™ ANA,

Pectimorf®: 10 mg L™ Pectimorf®, Libre: sin reguladores del crecimiento) (DE Desviaciéon Estandar).
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Los resultados indican que, cuando se afiadié reiteradamente Pectimorf® al medio de
cultivo, los caracteres evaluados (altura de las plantas, nimero de las hojas, nimero
de las raices, longitud de las raices y numero de entrenudos), no superaron al
tratamiento control, por tanto este debe emplearse solamente al inicio del proceso de
multiplicacion.

4.2.4 Aclimatizacién de vitroplantas

El andlisis de la supervivencia de las plantas en la fase de aclimatizacion se presenta
en la figura 17. Se puede observar el comportamiento de las plantas a los 45 dias, el
mejor resultado fue el tratamiento 3 (plantas producidas en el medio con 10 mg L™ de
Pectimorf®), el cual resulté significativamente superior al resto de los tratamientos en
ambos cultivares ((CMC-40" y “Sefiorita”). Los menores valores se obtuvieron en el
tratamiento 1, el cual correspondio al control sin asperjar.
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Figura 17. Efecto del Pectimorf® sobre la supervivencia de las plantas de yuca

producidas in vitro a los 45 dias en fase de aclimatizaciéon (n=20) (T1: Control (plantas
provenientes del medio control 0,01 mg L™ ANA), T2: Control asperjado (1 mg L™ Pectimorf®), T3:
plantas provenientes del medio con 10 mg L™ Pectimorf®). ((CMC-40": DE 0,57**; “Sefiorita”: DE
0,75*"). Medias con letras distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan p< 0,05 (**
significativo para p<0,01) (DE Desviacion Estandar).

Se observd que el Pectimorf® posee un efecto residual sobre las plantas que se
refleja en la fase de aclimatizacion y que hace posible que las mismas posean
elevados niveles de supervivencia sin necesidad de una aplicacion ex vitro del
mismo, la cual ejercié un efecto depresivo de la misma, posiblemente debido a un

efecto acumulativo de Pectimorf® en la planta.
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Resultados similares se obtuvieron en la micropropagacion del banano (Musa spp)
cv. 'FHIA-18al final de la fase de aclimatizacion, donde el porcentaje de
supervivencia fue superior al 95 % en el tratamiento donde se empleo el Pectimorf®)
(5 mg L) en aspersion foliar e inmersion de las raices de las vitroplantas y las
caracteristicas morfolégicas de las mismas fueron superiores a las de las plantas
provenientes del tratamiento control (Izquierdo, 2013).

Al analizar la altura de las plantas (Figura 18), se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos para ambos cultivares, el tratamiento 3 (plantas
provenientes del medio con 10 mg L™ de Pectimorf®) resulté significativamente
superior al resto de los tratamientos tanto en "CMC-40" como en “Sefiorita”, con
14,67 cm y 13,20 cm de altura respectivamente, seguido del tratamiento 2 (plantas
asperjadas con 1 mg L* de pectimorf®) con 11,00 cm para ‘'CMC-40" y para el
cultivar “Sefiorita” 10,00 cm. Los menores valores se obtuvieron en el tratamiento 1,
el cual correspondié al control que contenia 0,01 mg L™ de ANA, donde la altura fue
7,54 cm en "CMC- 40" y 7,92 cm para “Sefiorita’.
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Figura 18. Efecto del Pectimorf® sobre la altura de las plantas de yuca a los 45 dias después
de la aclimatizacién (n=15) (T1: Control (plantas provenientes del medio control 0.01 mg L™ ANA),
T2: Control asperjado (1 mg L* Pectimorf®), T3: plantas provenientes del medio con 10 mg L*
Pectimorf®). ((CMC-40": Altura 45 dias, DE 0,54, “Sefiorita”: Altura 45 dias, DE 0,50™"). Medias con
letras distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan p< 0.05. (DE Desviacion
Estandar).

Al analizar la tasa de crecimiento de las plantas (Tabla 11), se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos para ambos cultivares, el tratamiento 3 (plantas

provenientes del medio con 10 mg L™ de Pectimorf®) result6 significativamente
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superior al resto de los tratamientos tanto en "CMC-40" como en “Sefiorita”, con
valores de 0,21 cm/dia y 0,18 cm/dia respectivamente, seguido del tratamiento 2
(plantas asperjadas con 1 mg L™ de pectimorf®) con tasa de crecimiento de 0,13
cm/dia para "CMC-40" y para el cultivar “Seforita” de 0,11 cm/dia. Los menores
valores de altura y tasa de crecimiento en ambos cultivares correspondieron al
control que contenia 0,01 mg L™ de ANA sin asperijar.

Tabla 11. Efecto del Pectimorf® sobre las velocidades de crecimiento de las plantas
de yuca a los 45 dias después de la aclimatizacion (n=15) (T1l: Control (plantas
provenientes del medio control 0.01 mg L™ ANA), T2: Control asperjado (1 mg L™
Pectimorf®), T3: plantas provenientes del medio con 10 mg L™ Pectimorf®).

Tasas de crecimiento

Tratamientos (cm/dia)
"CMC-40 ‘Sefiorita’
Tl 0,06 0,06
T2 0,13 0,11
T3 0,21 0,18

Los resultados indican que el Pectimorf® ejercié un efecto residual favorable sobre la
velocidad de crecimiento de las plantas lo que provoco que, a los 45 dias la altura de
las mismas resultara superior en las que provenian del medio con 10 mg L™ de éste y
su efecto se mantuvo durante la aclimatizacion. La aspersion foliar incrementé
también la velocidad de crecimiento de las plantas en relacion al control, sin
embargo, la magnitud del incremento fue inferior a T3.

La aspersion foliar reline una serie de ventajas para el aporte de sustancias o
elementos esenciales a la planta, encaminada a mejorar los procesos de absorcion,
transporte y transformacion de los nutrientes en las hojas, los tallos o frutos
(INFOJARDIN, 2011). Son varios los autores que utilizan sustancias de produccion
nacional por esta via para estimular el crecimiento de las plantas (Alvarez, 2011,
Borcioni y Bonato, 2012, Nufiez et al, 2013), los cuales coinciden en conferirle una
gran importancia a este aspecto.

Los resultados indican que a los 45 dias, las plantas de ambos cultivares,
provenientes del tratamiento 3, tuvieron una mayor altura producto de la velocidad de

crecimiento inicial que fue mayor que en el resto de los tratamientos, lo cual
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proporcioné una mejor adaptacion a las condiciones ex vitro y que obedece, en su
generalidad, a las reservas adquiridas durante la fase in vitro.

Por tanto, se podria incrementar la altura de las plantas al aplicar el Pectimorf® ya
sea empleandolo en la fase in vitro, como por aspersiones foliares sobre las
plantulas, ya que el mismo influyd positivamente en las diferentes variables
morfolégicas, lo cual pudiera deberse a lo planteado por El-Sharkawy en 2006,
referente a una estimulacion de la actividad fotosintética; por tanto, una mayor
ganancia de esqueletos carbonados que pueden ser utilizados para la sintesis de
nuevos compuestos. Resultados similares en tomate (Solanum lycopersicum L.) cv.
"Amalia’, obtuvieron Ruiz et al (2009), al aplicar a plantas por aspersion foliar un
grupo de reguladores cubanos en la fase de semillero y en la etapa de plantacion del
cultivo. Se demostrd que existieron diferencias significativas en la altura y el nimero
de hojas por planta, el mayor valor de altura (5.29 cm) se alcanzé cuando las plantas
fueron asperjadas con 20 mg L™ de Pectimorf®.

Al analizar el didmetro del tallo, se observd un comportamiento similar en ambos
cultivares (Figura 19). Los mayores valores correspondieron a los tratamientos 2 y 3,
los cuales no difirieron estadisticamente entre ellos y si con las plantas provenientes

del tratamiento control.
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Figura 19. Efecto del Pectimorf® sobre el diametro del tallo de plantas de yuca, a los
45 dias de la aclimatizacién. (n=30) (T1: Control (vitroplantas provenientes del medio
control ,01 mg L™ ANA), T2: Control asperjado (vitroplantas asperjadas con 1 mg L*
Pectimorf®), T3: vitroplantas provenientes del medio con 10 mg L™ Pectimorf®). Medias con
letras distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan p< 0,05. (DE Desviacion

Estandar).
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Los resultados anteriores coinciden con Izquierdo et al., (2009), en la aclimatizacion
de vitroplantas de bananos (Musa spp) cv. "FHIA 18" (AAAB), el tratamiento que tuvo
mayor didmetro del pseudotallo fue en las plantas tratadas con Pectimorf® (1 mg L™?).
En cuanto a la masa fresca de las plantas, se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos (Tabla 12). En ambos cultivares, el mejor fue el tratamiento 3,
correspondiente al tratamiento de las plantas que procedian del medio de cultivo con
10 mg L™ de Pectimorf®, el cual difirié significativamente del resto. El valor mas bajo

para este caracter se obtuvo en el tratamiento 1, que correspondi6 al control.

Tabla 12. Efecto del Pectimorf® sobre la produccién de biomasa aérea y nimero de
raices engrosadas en plantas de yuca.

Tratamientos CMC- 40 Sefiorita
M F (9) MS (g) RE M F (g9) MS (g) RE
T1 4,23 c 1,07 b 1,65b 4,67 c 1,09¢c 18Db
T2 31,56 b 12,05 a 1,0b 32,55b 7,64b 10b
T3 60,72 a 13,02 a 3,0a 62,76 a 17,90 a 3,1a
DE 1,00%** 0,37** 0,52** 1,23*** 0,67*** 0,48**

MF: masa fresca aérea; MS: masa seca aérea; RE: raices engrosadas; T1 (Control); T2 (Aspersion
foliar 1 mg L™ Pectimorf®); T3 (Pectimorf® 10 mg L™)

Medias con letras distintas difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan (p< 0.05). (
**significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001)(DE- Desviacién Estandar).

La masa seca mostro6 diferencias significativas entre los tratamientos. Para "CMC-40"
resultaron los tratamientos T3 y T2 los de mayores valores, con 13,02 g y 12,05 g,
respectivamente, los cuales no difirieron estadisticamente entre si. El valor mas bajo
para este caracter fue el tratamiento 1, el cual difirié del resto de los tratamientos.
Para el cultivar “Seforita” el tratamiento 3 fue superior al resto.

En estos indicadores, tanto masa fresca como masa seca en ambos cultivares, se
obtuvieron los maximos valores en el tratamiento 3 (plantas provenientes del medio
con 10 mg L™ Pectimorf®), lo cual se corresponde con los resultados logrados en
otros indicadores, como la altura y didmetro del tallo de las plantas.

Los oligogalacturonidos son efectivos en los procesos morfogénicos, tanto in vitro
como ex vitro, pero la respuesta de los cultivos depende del tipo de

oligogalacturonidos que se utilice, su concentracion y su interaccion con las
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hormonas enddgenas de los explantes (Izquierdo, 2009), lo cual se corrobora en
estos resultados.

Si analizamos el nUmero de raices engrosadas, se puede decir que se observo igual
efecto en ambos cultivares, fue mayor en las plantulas que provenian del tratamiento
3 donde se encontré presente Pectimorf®, con diferencias significativas del resto de
los tratamientos (T1 y T2), los cuales no difirieron estadisticamente entre si vy
mostraron los valores mas bajos para este caracter. Es de destacar que este aspecto
no se habia informado con anterioridad en este cultivo.

Estos resultados indican que Pectimorf® no sélo favorecié el crecimiento y desarrollo
de las plantas, sino que influyé en la acumulacion de sustancias de reserva en la
raiz, lo cual resulta muy favorable en este cultivo, ya que es este 6rgano el que se
consume.

Alvarez et al., (2011), emplearon semillas de rabano (Raphanus sativus L.) cv. PS-9,
las cuales sumergieron durante cuatro horas en una mezcla de oligogalacturonidos a
una concentraciéon de 10 mg L™ para comprobar el efecto del Pectimorf® sobre el
desarrollo del sistema radical, como érgano mas importante para el consumo. En el
momento de la cosecha, se aprecié un incremento de la longitud y diametro del
rizoma de las plantas tratadas, lo cual coincide con estos resultados.

Estos resultados demuestran el efecto estimulante de Pectimorf® sobre las variables
relacionadas con el vigor de las plantas en la fase de aclimatizacion, lo cual posibilitd
la supervivencia de las mismas al final de esta fase al elevar sustancialmente la

eficiencia del proceso de micropropagacion.

4.3 Estudios sobre la morfologia y caracteristicas genéticas de plantas de yuca
obtenidas por micropropagacion
4.3.1 Anatomia foliar y de las raices de las plantas obtenidas

e Anatomia foliar
En la figura 20, se pueden observar los estomas de la lamina foliar abaxial de yuca,
estos resultaron ser paraciticos o rubiaceos, con 2 células anexas dispuestas
paralelamente con respecto a las oclusivas, la descripcion realizada coincide con

otros autores en igual cultivo (Oliveira et al., 2012; Oliveira y Miglioranza, 2014).
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Los mismos se encuentran distribuidos al azar y las células oclusivas mostraron una
forma arrifionada, como es caracteristico de las plantas dicotiledoneas (Taiz y Zeiger,
2006). Estas estructuras se pudieron observar tanto en la superficie abaxial como en
la adaxial, por lo que se considera una especie anfiestomatica. Se pudo apreciar una
mayor frecuencia de aparicion de estomas en la superficie abaxial (ABA) con
respecto a la adaxial (ADA), resultados que coinciden con Ceballos y Cruz, (2002) y

en el cultivo de la yuca.

Figura 20. Fotomicrografia de la epidermis foliar de la superficie Abaxial de
vitroplantas de yuca en 10 mg.L™" de Pectimorf®. A- Cultivar “CMC-40". B- Cultivar
"Sefiorita’. Las flechas indican la presencia de estomas (400x).

En la tabla 13, se observan los resultados del andlisis histolégico de las hojas de
vitroplantas de yuca al finalizar la fase de micropropagaciéon. En sentido general, se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos en ambos cultivares. En
"CMC-407, el indice estomatico de la cara abaxial en el tratamiento 2, alcanzo el
méaximo valor (19,42), siendo el valor mas bajo para este caracter el tratamiento
control (9,85), sin diferencias significativas con el tratamiento 8 (0,01 mg L™ de ANA+
15 mg L™ de Pectimorf®), mientras que en la superficie adaxial, los méximos valores
se encontraron en los tratamientos donde se empled el producto en presencia de
ANA (6, 7 y 8) sin diferencias significativas entre ellos pero si con el resto, excepto 6
que no difiri6 del 2. El valor mas bajo fue el tratamiento 3 con diferencias

significativas del resto. Se demostré que el Pectimorf® aumenté el indice estomatico
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en ambos cultivares, 1o que pudo influir en la actividad fotosintética y el estado
hidrico de las vitroplantas en su posterior aclimatizacion.

Tabla 13. Influencia de la aplicacién del Pectimorf® sobre el indice estomatico, longitud de
los estomas y ancho de las células oclusivas del estoma de yuca, cultivares "CMC- 40"y
"Sefiorita’, al final de la fase in vitro (n=48).

estlgrqr:g?ico LE ACO estlgg:gfico LE ACO
(um) (um) (um) (um)
CMC-40 Seforita

T ABA ADA ABA ABA ABA ADA ABA ABA
1 9,85¢ 1,13 c 109,41 a 29,10 b 12,02 c 0,68 cd 101,45 a 27,86 a
2 19,42 a 1,45 bc 99,47 ab 22,76 d 20,04 a 0,99 abc 86,35d 18,22 e
3 12,41 b 0,41d 95,31 bc 2439cd 16,44 ab 0,88 bcd 83,35d 23,68 ¢
4 12,75 b 0,64 cd 78,57d 25,49 ¢ 14,23 bc 0,14d 92,09 ¢ 19,84d
5 12,02 b 1,08 c 80,88 d 2438cd 17,51 ab 191a 91,59 ¢ 27,34 ab
6 12,14b 2,20 ab 83,43 cd 33,33a 16,77 ab 1,72ab 93,59 bc 26,18 b
7 12,92b 231a 89,40 bcd 27,85b 18,80 a 154 abc 97,95ab 27,74 a
8 9,89 c 2,96 a 87,82 bcd 29,06 b 12,06 c 1,35abc 95,45 bc 27,59 ab
DE 6,04* 2,28** 23,35 7,94** 6,60** 1,71%+* 9,34+ 5,90***

Leyenda: ADA: Superficie adaxial (haz); ABA: Superficie abaxial (envés); ANA: acido naftalenacético
T: Tratamientos; LE: Longitud de los estomas; ACO: Ancho de las células oclusivas

(Tratamiento 1: Medio Control: 0.01 mg L™ ANA, Tratamiento 2: Control Absoluto: combinacién
(sin reguladores), Tratamiento 3: 5 mg L' Pectimorf®, Tratamiento 4: 10 mIq L" Pectimorf®,
Tratamiento 5: 15 mg L" Pectimorf®, Tratamiento 6: Combinacion g0.0l mg L~ ANA + 5 mg L*
Pectimorf®), Tratamiento 7: Combinacion (0.01 mg L™ ANA + 10 mg L~ Pectimorf®), Tratamiento 8:
Combinacién (0.01 mg L™ ANA + 15 mg L™" Pectimorf®)) Medias con letras distintas difieren
estadisticamente segun la prueba de Duncan p< 0.05. (* Significativo para p<0,1; **significativo para
p<0,01; ***significativo para p<0,001) (DE Desviacion Estandar).

En el cultivar “Seforita’, el indice estomatico de la superficie abaxial alcanzé los
mayores valores en los tratamientos 2 y 7, los cuales no difirieron significativamente
entre si y tampoco de los tratamientos 3, 5 y 6. Los valores mas bajos para este
caracter fueron 1, 4y 8, correspondientes al tratamiento control, 10 mg L™ Pectimorf®
y la combinacién de 0,01 mg L* ANA+ 15 mg L™ Pectimorf® respectivamente, sin
diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, en la cara adaxial los tratamientos
5, 6, 7 y 8 no mostraron diferencias significativas entre ellos ni con 2. El valor mas

bajo fue en el tratamiento 4, el cual no difirid significativamente con 1 y 3. También
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en el cultivar “Sefiorita” la aplicacion del Pectimorf® produjo un incremento del indice
estomatico.

El Pectimorf® aumenté el indice estomético y probablemente repercuti6 en el
desarrollo de las vitroplantas en la fase de aclimatizacion al influir en la actividad
fotosintética y evitar un exceso de transpiracion, lo que se evidencié en la
supervivencia de las vitroplantas en ambos cultivares de yuca.

Estos resultados coinciden con Altamura et al., (1998), quienes sefialaron que los
tratamientos con mezclas de oligogalacturénidos biolégicamente activos, modifican el
tamafio de los estomas en explantes de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
desarrollados en medios de cultivo con concentraciones especificas de auxinas.

Al analizar longitud de los estomas (Tabla 13), en "CMC-40" hubo diferencias
significativas entre los tratamientos, los maximos valores estuvieron en 1 y 2
correspondientes al medio control y control absoluto, los cuales no difirieron
significativamente entre ellos pero si del resto. El tratamiento 2 no difirié de 3, ni de
donde se empleo el Pectimorf® en presencia de ANA (Tratamientos 6, 7 y 8). Se
alcanzaron los menores valores en 4 y 5 correspondientes a las concentraciones 10
y 15 mg L™ Pectimorf® y sin ANA, sin diferencias significativas entre ellos. Estos
resultados indican que el producto modificé la longitud de las células estomaticas, lo
cual se traduce en que estomas mas pequefios propician menos pérdida de agua por
evapotranspiracion y por ende una mejor supervivencia de las plantas en la fase de
aclimatizacion.

En el cultivar “Sefiorita” también hubo diferencias significativas entre los tratamientos
para este caracter (Tabla 13). Los estomas de mayor longitud fueron aquellos que se
desarrollaron en los tratamientos 1y 7, los cuales no difirieron estadisticamente entre
si pero si del resto. El tratamiento 7 tampoco difiri6 de los tratamientos 6 y 8
correspondientes a los medios donde se empleo el Pectimorf® en presencia de ANA.
Se alcanzaron los valores mas bajos para la longitud de los estomas en los
tratamientos 2 y 3, correspondientes al medio sin reguladores y 5 mg L™ Pectimorf®
(T3) sin diferencias significativas entre ellos. Al igual que en el cultivar "CMC-407, los

resultados indican que el producto también disminuyé la longitud de las células
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estomaticas, lo cual facilita menos pérdida de agua, resultando de gran importancia
en el proceso de aclimatizacion.

En cuanto al ancho de las células oclusivas en "CMC-40" hubo diferencias
significativas entre los tratamientos (Tabla 13). EI mejor tratamiento fue T6, el cual
difirid significativamente del resto. El tratamiento control no difirid significativamente
de 7 y 8 correspondientes a los medios donde se emple6 el Pectimorf® en presencia
de ANA. Los tratamientos 3, 4 y 5 no difirieron entre ellos y mostraron valores
intermedios para este caracter y corresponden a los medios donde se afiadio el
producto como sustituto de ANA. En la tabla anterior se observa que el cultivar
“Seforita” hubo diferencias significativas pero contrario a lo sucedido en "CMC-40",
los tratamientos control, 5, 7 y 8 fueron superiores sin diferencias significativas entre
ellos, correspondiente al medio control y donde se afiadié 15 mg L™ de Pectimorf® en
ausencia y presencia de ANA y 10 mg L™ de Pectimorf® en presencia de ANA, los
cuales no difirieron de T6. Los valores mas bajos de este caracter fueron para los
tratamientos 2, 3 y 4, los cuales mostraron diferencias significativas entre ellos.

En ambos cultivares, los valores mas bajos coinciden con la inclusién del Pectimorf®
en el medio de cultivo, lo cual se traduce en la reduccién del ancho de las células
oclusivas, probablemente esta modificacion contribuyé positivamente en la
aclimatizacion de las plantas.

Si valoramos el tamafio de los estomas influenciado por la longitud y el ancho de las
células guardianas en la superficie abaxial, podriamos decir que nuevamente el
tratamiento 4 (10 mg L™* Pectimorf® como sustituto del ANA), al menos en estas
condiciones de cultivo, en los cultivares 'CMC-40" y ’Sefiorita~ provocé
modificaciones en la estructura de las células guardianas, se mostraron mas
pequeias en largo y ancho respecto al tratamiento control, esto pudo favorecer la
etapa de aclimatizacion ya que se lograron plantulas mas preparadas a las
condiciones ex vitro, por consiguiente con posibilidades de estresarse menos al
transitar hacia las nuevas condiciones de autotrofismo.

La morfologia de los estomas juega un papel importante en el control de la pérdida
de agua, lo cual permite adaptarse a muchas especies vegetales a condiciones

ambientales muy diversas (Hetherington y Woodward 2003). La variacion de las
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caracteristicas de los estomas podria desempefiar un papel importante en el proceso
de aclimatacion de una especie al ambiente.

Alvarez et al. (2012) lograron resultados similares en el cultivo del frijol (Phaseolus
vulgaris L), al estudiar el efecto del Pectimorf® en la morfologia y distribucién de los
estomas. Los resultados permitieron aseverar que la mezcla de oligogalacturénidos
provocO modificaciones en la densidad estomatica y tamafio de las células
guardianas, en la superficie adaxial se observo diferencia en cuanto a la longitud de
los estomas.

Por otra parte en la tabla 14, los resultados del analisis histoldgico en las hojas de las
vitroplantas de yuca al finalizar la fase de aclimatizacion, también se manifest6 que el
empleo del Pectimorf® modificé algunos de los caracteres evaluados. En ambos
cultivares, "CMC-40" y ’“Seforita’, el indice estomatico no mostré diferencias
significativas entre los tratamientos, sin embargo, modificé el tamafio de los estomas
ya que alteré la longitud de los estomas con diferencias significativas respecto al
control; en el cultivar "CMC.40", la longitud promedio de los estomas fue de 240,84
um y en “Sefiorita” fue de 238,51 um en las plantas in vitro provenientes del medio
con 10 mg.L™" Pectimorf®. El resto de los caracteres no mostraron diferencias
significativas.

El tamafio de los estomas es un factor clave en el proceso de aclimatizacion, al
existir una relacién inversa entre el tamafio del estoma y la resistencia al estrés
hidrico (Aasaman et al. 2001). Igual colectivo de autores comentan que el tamafio de
los estomas y el indice estomatico parecen ser las variables mas sensibles al cambio
en las condiciones ambientales, lo que evitaria el exceso de transpiracion y permitiria
una mejor adaptaciéon de las plantas a condiciones de mayor demanda hidrica.

En este sentido, los resultados obtenidos indican que, al menos en estas
condiciones, el Pectimorf®, modificé probablemente los patrones de desarrollo y
distribucion de los estomas en las plantas de yuca, donde el efecto se hizo mas
evidente cuando se afiadi6é el producto al medio de cultivo, lo cual podria deberse a
gue las vitroplantas estan sometidas a condiciones controladas y es una manera de

evadir los efectos de la sustancia en estas condiciones in vitro.
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Tabla 14. Influencia del Pectimorf® sobre el indice estomatico, longitud de los estomas y
ancho de las células oclusivas del estoma en hojas de plantas de yuca, con 35 dias de la
aclimatizacion (n= 12).

f Longitud Ancho de Longitud Ancho de
Indice . o las
Y de los las células Indice de los .
estomatico . o células
estomas oclusivas estomatico estomas oclusivas
(um) (um) (um)
(um)
. CMC-40 Sefiorita
Tratamientos :
ABA ADA ABA ABA . ABA ADA ABA ABA
1 18,37 0,14 224,22 b 64,65 16,70 0,35 227,56 b 63,71
2 18,92 0,14 240,84 a 64,85 : 17,38 0,32 238,51 a 63,00
DE NS NS 0,11%** NS . NS NS 0,30*** NS

Leyenda: ADA: Superficie adaxial; ABA: Superficie abaxial; ANA: acido naftalenacético

1: Control: plantas in vitro provenientes del medio control 0,01 mg L™* ANA, 2: plantas in vitro provenientes
del medio con 10 mg L* Pectimorf®). Medias con letras distintas difieren estadisticamente segln la prueba
de Duncan p< 0,05. (***Significativo para p<0,001) (DE Desviaciéon Estandar).

Se ha demostrado que los oligogalacturéonidos afectan el crecimiento y desarrollo de

los 6rganos y células vegetales (Bellicampi et al., 2011) y la diferenciacion de
estomas y células del periciclo (Yin et al., 2006).

Estos resultados indican que Pectimorf® no solo favorecié los procesos de
crecimiento y desarrollo de las plantas durante la fase in vitro, lo que permitio la
obtencion de plantas mas vigorosas, sino que influyé ademas en el tamafio de los
estomas, lo cual permite a la planta una menor evapotranspiracion durante la
aclimatizacion y con ello elevo el indice de supervivencia, lo cual se informa por
primera vez para este cultivo. Hasta el momento no existen informes en la literatura
consultada sobre el posible papel que pueda desempefiar el Pectimorf® u otros oligos

en la histologia de las plantas de yuca.

Estos resultados constituyen el punto de partida de investigaciones futuras, para
profundizar en los efectos que pueda tener esta sustancia en la histologia de las
plantas y profundizar en los mecanismos de accibn de esta mezcla de
oligogalacturénidos para lograr determinar cuéles son realmente las vias por las que

ejerce su accion.
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e Anatomia de las raices
En los tratamientos con Pectimorf®, se observé la presencia de raices engrosadas y
al realizar el corte histolégico de las mismas, se evidenci6 en ambos cultivares

granos de almidon con forma de estructura redondeada o esféricos y de tamafo

desigual (Figura 21).

Ga: Granos de almidén (100x)

Figura 21. Fotomicrofotografia de corte transversal de raices de plantulas de yuca.

Cultivar “CMC-40": Control (1) y provenientes del medio con 10 mg L* Pectimorf® (2). Cultivar
“Sefiorita”: control (3) y provenientes del medio con 10 mg L™ Pectimorf® (4). Las flechas indican la
presencia de granos de almidén en las células.

Estos resultados coinciden con lo informado en la literatura (Cereda, 2000; Hoover,
2002; Alvis et al., 2008), quienes ademas sefialaron que la estructura tipica del
almidon en papa (Solanum tuberosum L.) tiene forma ovoide y en el fiame
(Dioscorea spp) su forma es lenticular.

En ambos cultivares, la presencia de Pectimorf® aumenté el nimero de granos de
almidon presentes en las células. Los granos de almidén en las raices de yuca
juegan un importante papel en la reserva de energia de la planta.

Partiendo de que la yuca tiene su principal valor econdmico en su érgano de reserva
o almacenamiento de energia, las raices, y sus diversos usos en la alimentacion
humana y animal, los resultados antes expuestos son muy importantes; ya que el
Pectimorf® produjo un efecto positivo sobre la acumulacién de almidén, aumentando
el grosor de las raices en este cultivo.
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4.3.2 Namero cromosOmico en apices radiculares de plantas

Las plantas que se obtienen por el empleo del cultivo in vitro resulta de gran
importancia el estudio del numero cromosoOmico, ya que permite en etapas
tempranas de la micropropagacion, comprobar si existe o no variabilidad en este
sentido del material propagado.

En los cultivares analizados y para los diferentes tratamientos, se pudo comprobar
gue se mantuvo la condicion diploide, con la presencia de 2n=2x=36 cromosomas, lo
que es caracteristico de esta especie, se comprobé que al emplear el Pectimorf® no
se produjeron cambios en el nimero de cromosomas; lo cual denota la no influencia
de este producto sobre el nivel de ploidia de las células (Figura 22). Hasta el

momento, no existen informes en la literatura consultada sobre este tema en yuca.

Figura 22. Célula en division de vitroplantas de yuca en los cultivares de yuca, en
medios controles y con Pectimorf®, nimero de cromosomas 2n=2x=36 (1 000Xx)
(n=20).

Martinez et al.,, (2005) y Castilla et al., (2009), sefialaron que el numero de
cromosomas permite la verificacion de la estabilidad genética en plantas propagadas
mediante el cultivo de tejidos in vitro, que podria ocasionar alteraciones del material
hereditario y permite, en etapas tempranas de la micropropagacion de una especie,
comprobar si existe o no variabilidad en cuanto al nUmero cromosémico.

Segun Beovides (2001) y Xiques (2002), los estudios en este campo se relacionan,
principalmente, con el analisis de divisiones meidticas y mitéticas, las variaciones
cromosOmicas estructurales y numeéricas, el andlisis de la ploidia, asi como la

determinacién del nimero cromosomico mediante el estudio de cariotipo.
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Los resultados demostraron que Pectimorf® no produjo cambios en el nimero de
cromosomas; lo que denota la no influencia de este producto sobre el nivel de ploidia
de las células, estos son de gran importancia, ya que hasta el momento no existen
informes en la literatura consultada sobre la accion o efecto de los

oligogalacturénidos sobre el nimero cromosomico en yuca.

4.3.3 Estudios isoenzimaticos del material propagado

Los sistemas isoenzimaticos peroxidasas (Prx), esterasas (Est), anhidrasa carbonica
(AC), fosfatasas acidas (FAc) y polifenoloxidasas (PPO), no presentaron diferencias
en los patrones de bandas para los diferentes tratamientos estudiados (Figuras 23,
24, 25, 26 y 27). Estos patrones resultaron ser monomorficos, ya que todas las
bandas fueron comunes en posicién e intensidad en todos los tratamientos en
estudio, sin embargo se apreciaron diferencias en los patrones entre los cultivares

estudiados.
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Figura 23. Zimograma de peroxidasas (Prx)

Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L™ ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L™ Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L™ Pectimorf®, 5- Medio
4: 15 mg L™ Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L™ ANA + 5 mg L™ Pectimorf®), 7- Medio 6:
(0,01 mg L™ ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L™ ANA + 15 mg L™
Pectimorf®).

El sistema peroxidasas (Figura 23) resulté monomarfico en cada cultivar, y mostrd un
total de 7 bandas. No se presentaron diferencias en el numero e intensidad de las

bandas para los diferentes tratamientos estudiados, pero si se apreciaron ligeras
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diferencias en los patrones entre los cultivares. El cultivar "CMC-40" presento una
banda distintiva con Rf 0,20, asi como mayor intensidad de tincién de la tercera
banda (Rf 0,14), mientras que "Sefiorita” no mostro la banda de 0,20 Rf y si una
banda de muy ligera intensidad con un Rf 0,36 que no aparecié en "CMC-40".

En trabajos realizados por Gonzélez (2002), con el objetivo de detectar la posible
variabilidad genética inducida por las técnicas del cultivo in vitro en la yuca,
encontraron pequefas diferencias en los patrones electroforéticos para el sistema
isoenzimatico peroxidasas en el cultivo de meristemos y la embriogénesis somatica,
por ejemplo, en el caso del cultivar ‘CMC-76’, el zimograma mostro siete bandas en
total, que estaban presentes en las plantas obtenidas por embriogénesis somatica y
cuatro de ellas aparecieron en el resto del material, sin embargo, los resultados
demuestran estabilidad del material y diferencias entre los cultivares estudiados, este
sistema podria emplearse como marcador genético para diferenciar cultivares de
yuca.

Las peroxidasas son un grupo de isoenzimas con participacion activa en la
lignificacion de la pared celular y la regulacién de los niveles de auxina, ademas,
pueden relacionarse con el desarrollo de otros estados fisioldgicos en las plantas
(Gonzalez, 2002).

Las isoenzimas peroxidasas intervienen en la biosintesis de los componentes de la
pared celular y la diferenciacion celular. Son consideradas marcadores bioquimicos
importantes de la morfogénesis y se han empleado para estudiar el efecto de
oligosacarinas y brasinoesteroides en otros cultivos (Castillo et al., 2010).

Por otra parte, en vitroplantas de mandarina "Cleopatra” (Citrus reshni Hort. ex Tan.)
tratadas con el Pectimorf®, aparecié la inhibicion de isoformas, en lugar de la
induccion, lo cual pudo deberse a la induccion de vias diferentes de defensa que no
involucran procesos de oxidacion reduccion de derivados fenodlicos (Hernandez et al.,
2007).

En estudio de afinidades genéticas en especies silvestres del género Nicotiana, las
isoenzimas peroxidasas mostraron un total de 12 bandas, todas ellas polimoérficas.
Este sistema permite caracterizar cada especie de este género, ya que cada una

constituye un zimotipo propio (Valdés et al., 2010). En el cultivo de la yuca sucedio lo
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mismo este sistema permiti6 detectar diferencias polimorficas entre los cultivares
"CMC-40"y “Sefiorita’.

Los resultados corresponden con otros autores, quienes han informado en otras
especies vegetales un marcado polimorfismo para este sistema (Lara et al., 2003;
Castilla et al, 2014; Kessel et al., 2014). Las peroxidasas son las enzimas mas
utilizadas como marcador genético en la identificacion del genoma en plantas, como
es el caso del género Musa, donde se han podido detectar diferencias entre especies
y cultivares de bananos (Roman, 2004; Roman et al., 2004).

En nuestro caso, determiné que este sistema no presentd alteraciones con los
diferentes tratamientos aplicados, mostrando estabilidad y podria emplearse como
marcador genético en la identificacion de los cultivares de yuca estudiados.

En el sistema esterasas (Figura 24), se encontré un total de nueve bandas, de las
cuales ocho fueron comunes en posicion e intensidad para los tratamientos en
ambos cultivares; sin embargo, se observdé una banda mas con Rf 0,26 para el
cultivar "CMC-40". Este sistema fue monomorfismo, ya que todos los tratamientos
evaluados presentaron igual posicidon, numero e intensidad de bandas en ambos

cultivares.
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Figura 24. Zimograma de Esterasas (Est)

Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L™ ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L™ Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L™ Pectimorf®, 5- Medio
4: 15 mg L™ Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L™ ANA + 5 mg L™ Pectimorf®), 7- Medio 6:
(0,01 mg L™ ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L* ANA + 15 mg L™
Pectimorf®).
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Son numerosos los autores que utilizan este sistema isoenzimético en la
caracterizacion de la variabilidad del material propagado, en cultivos como yuca
(Manihot esculenta C.) (Beovides, 2001), en el género Eucalyptus spp. (Geada,
2003), en el género Solanum (Castillo et al., 2010), el género Musa (Romén et al.,
2004; Duefas, 2005), en mandarina “Cleopatra” (Citrus reshni Hort ex Tan)
(Hernandez et al., 2007), en tomate (Solanum lycopersicum L.) (Lara et al., 2003) y
fresa (Fragaria ananassa) (Kessel et al., 2014).

Segun Castillo et al. (2010), las esterasas son isoenzimas que juegan un importante
papel en los procesos fotosintéticos de las plantas y su estabilidad en la expresién
enzimatica les confiere gran importancia en estudios genéticos, por ello son
utilizadas para estudiar los diferentes estadios de desarrollo. En este caso, la adicion
de la mezcla de oligogalacturénidos en el cultivo in vitro de segmentos nodales de
yuca, no afecto la estabilidad genética en ambos genotipos.

Como se aprecia en la figura 25, el sistema anhidrasa carbonica mostré un total de
cinco bandas, de las cuales cuatro fueron comunes en posicién, numero e intensidad
para los tratamientos empleados en ambos cultivares; sin embargo, se observd una
banda distintiva para el cultivar “Seforita” con Rf de 0,19. Este sistema resultd

monomorfico para ambos cultivares y los tratamientos que se emplearon.
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Figura 25. Zimograma de Anhidrasa Carbonica (AC)

Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L™ ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L™ Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L™ Pectimorf®, 5- Medio
4: 15 mg L™ Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L™ ANA + 5 mg L™ Pectimorf®), 7- Medio 6:
(0,01 mg L™ ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L* ANA + 15 mg L™
Pectimorf®).
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Los resultados coinciden con Gonzéalez (2002), quien no encontro diferencias en este
patron electroforético al evaluar diferentes materiales de yuca, con el objetivo de
detectar la posible variabilidad genética inducida por las técnicas del cultivo in vitro.
Trabajos realizados en tomate Solanum lycopersicom L. (Florido et al., 2002)
mostraron muy poca variabilidad para estas isoenzimas.

Como se aprecia en la figura 26, en el sistema fosfatasas acidas se encontré un total
de siete bandas y cuatro fueron comunes en posicion, numero e intensidad para los
tratamientos empleados en ambos cultivares; sin embargo en el cultivar “Sefiorita” se
observd la ausencia de dos bandas (Rf 0,12 y Rf 0,20) y la banda 6 de Rf 0,14,
mostré menor intensidad. Este sistema no reflej6 variaciones en el ndmero e
intesidad de las bandas en relacion con los tratamientos aplicados; lo que demuestra
que el Pectimorf® no produjo ningin cambio sobre este sistema en ninguno de los

cultivares estudiados.
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Figura 26. Zimograma de Fosfatasas acidas (FAc).

Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L™ ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L™ Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L™* Pectimorf®, 5- Medio
4: 15 mg L™ Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L™ ANA + 5 mg L™ Pectimorf®), 7- Medio 6:
(0,01 mg L™ ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L* ANA + 15 mg L™
Pectimorf®).

Los resultados obtenidos coinciden con Gonzalez (2002), quien informd que las
isoenzimas fosfatasas é&cidas fueron monomorficas en estudios de variabilidad
genética en el cultivo de la yuca (Manihot esculenta C.). Por otra parte, Roman
(2004) encontr6 muy poco polimorfismo en este sistema al estudiar un grupo de

cultivares de platanos (subgrupo AAB).
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En el sistema isoenzimatico polifenoloxidasas (Figura 27), se encontraron un total de
seis bandas, todas fueron comunes en posicion, numero e intensidad para los
tratamientos empleados en ambos cultivares. Este sistema presentd un marcado
monomorfismo, lo cual presume que no haya efectos negativos del Pectimorf® sobre
la estabilidad del material propagado ni entre los cultivares estudiados.

Los resultados no coinciden con Valdés et al. (2003), quienes encontraron para este
sistema (PPO) igual numero de bandas totales (6) al determinar las afinidades
genéticas entre 12 cultivares de yuca de importancia econdmica para Cuba y
permiti6 identificar diferencias entre los cultivares "'CMC-40y “Seforita’. Las
diferencias encontradas con nuestros resultados, 7 y 5 bandas totales para "CMC-40"
y “Sefiorita” respectivamente, podrian deberse a la época, edad de las plantas y
condiciones de cultivo establecidas en ambas investigaciones, ya que las isoenzimas
son marcadores de expresion génica, que estan influidas por las condiciones

ambientales.
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Figura 27. Zimograma de Polifenoloxidasas (Ppo)

Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L™ ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L™ Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L™ Pectimorf®, 5- Medio
4: 15 mg L™ Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L™ ANA + 5 mg L™ Pectimorf®), 7- Medio 6:
(0,01 mg L™ ANA + 10 mg L™ Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L* ANA + 15 mg L™
Pectimorf®).

Las Polifenoloxidasas en las plantas, participan en la defensa y biosintesis de los
fenilpropanoides, regulacion del oxigeno plastidico y en el transporte de electrones
(Valdés et al.,, (2003). Estudios por otros autores en bancos de germoplasma
cubanos de diferentes cultivos de reproduccion agamica, coincidieron en plantear
que existe polimorfismo para el sistema polifenoloxidasas, por ejemplo en cultivares
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del banco de germoplasma de yuca (Milian et al., 2000) y en el banco de
germoplasma de Colocasia esculenta L. Schot (Rodriguez et al., 2001).

Medina et al., (2003), realizaron estudios de estabilidad genética en plantas de yuca
regeneradas a partir de embriones somaticos comparados con la organogénesis
como control, y concluyeron que el nimero cromosémico y los zimogramas de ocho
sistemas izoenzimaticos permanecieron estables. Los estudios previos respecto a la
estabilidad de plantas de yuca regeneradas por organogénesis y embriogénesis
somatica, han revelado que son estables. Los ligeros cambios encontrados en
algunos caracteres cualitativos, mostraron poseer un origen epigenético, debido a
modificaciones de procesos fisioldégicos durante el transcurso y que tan pronto las
plantas retornan a las condiciones normales de cultivo, estas variaciones
desaparecen (Raemakers et al., 1995).

El monomorfismo presente en los sistemas isoenzimaticos estudiados en los
diferentes tratamientos, indican que el Pectimorf® no ejercié ningn efecto sobre la
expresion de los genes asociados a la produccién de isoformas, al menos a este
nivel de expresion.

La anterior confirmacién constituye un resultado novedoso y de gran valor préactico
que garantizard la estabilidad del material de plantacién que se produzca con el
empleo del Pectimorf®.

4.3.4 Analisis de marcadores RADP en plantas micropropagadas de yuca

Todos los iniciadores amplificaron en cantidad, calidad y reproducibilidad las bandas.
Los mas informativos fueron el UBC- 256 con 6 bandas para cada cultivar, para un
total de 12 bandas, seguido del UBC-270 con 7 bandas para el cultivar "CMC-40" y
siete bandas para el cultivar “Sefiorita”. EI UBC-240 fue el que menos bandas
amplificé con un total de tres en el cultivar "CMC-40" y cuatro en "Sefiorita” (Tabla 15
y Figura 28). Los ocho iniciadores de secuencia arbitraria que se utilizaron fueron
capaces de amplificar 77 bandas en un rango general de 500- 1 500 pb, para un
promedio de 10 bandas por iniciador aproximadamente. Todos los patrones fueron

iguales en todos los tratatamientos en ambos cultivares.
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Tabla 15. NUumero total de bandas monomorficas detectadas con cada iniciador en
vitroplantas de yuca, provenientes del 2% subcultivo (n=3)

Porcentaje de
Bandas
Monombérficas

Total de Bandas

Total de bandas detectadas por Iniciador e
Monombérficas

Iniciador Cultivares
CMC-40 Sefiorita Cultivares Cultivares
Planta obtenida in vitro

Control Pectimorf® Control Pectimorf® CMC-40 Sefnorita CMC- 40 Seforita

uUBC-240 3 3 4 4 3 4 100 % 100 %
UBC-256 6 6 6 6 6 6 100 % 100 %
UBC-259 4 4 7 7 4 7 100 % 100 %
UBC-262 5 5 4 4 5 4 100 % 100 %
UBC-268 4 4 7 7 4 7 100 % 100 %
UBC-270 7 7 6 6 7 6 100 % 100 %
UBC-277 2 2 5 5 2 5 100 % 100 %
UBC-284 3 3 4 4 3 4 100 % 100 %

n- total de repeticiones del experimento

La utilizacion de técnicas moleculares ha permitido complementar la informacion
obtenida a través de la caracterizacion morfolégica e isoenzimatica. Entre las
técnicas de marcadores moleculares mas usadas para caracterizar y evaluar la
variabilidad genética existente en los bancos de germoplasma se encuentra la
amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico (RAPD), que tiene la gran ventaja de ser
utilizada sin previo conocimiento del genoma (Soumen et al., 2012, Chhipi Shrestha
et al., 2013).

En yuca esta técnica ha sido utilizada junto a los RFLPs y microsatélites para
desarrollar su mapa genético (Supaijit et al., 2011, Olasanmi et al., 2014, Kyaligonza
et al., 2014), asi mismo, los RAPDs han sido usados para el estudio de la diversidad
genética de pequefios grupos de germoplasma y para establecer las relaciones entre
la yuca y especies silvestres relacionadas (Zambrano et al., 2003, Rimoldi et al.,
2010).

En el cultivar de platano "Nanjanagudu Rasabale”(AAB) se encontré que de los 50
iniciadores que se analizaron por la técnica de RAPD, todas las bandas eran
monomorficas y que no habia variabilidad genética entre las plantulas que se
analizaron cuando se obtuvieron en un medio modificado con 6-BAP (22,4 uM) y
Kinetina (4,65 pM) (Venkatachalam et al., 2007). También Gonzalez et al., (2007)

obtuvieron un 100% de monomorfismo en plantas de boniato (Ipomea batata L.), cv.
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‘INIVIT B 93-1" propagadas mediante embriogénesis somatica y evaluada la
variabilidad genética con 10 iniciadores RAPD.

El B2 T3 4

—» 2000 pb
—»> 2000 pb
> 500 — 500
nh
UBC-240
—» 2000 pb
—» 2000 pb
— 500
nh — 500
nh
UBC -262
—» 2000 pb
—» 2000 pb
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oh — 500
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UBC-268 UBC -270
- ) TIE 2 3 4
2000p —» 2000 pb
— 500
= 500 nh
nh
UBC -277 UBC -284
n- total de repeticiones del experimento pb- pares de bases

T1- vitroplanta cultivar CMC-40 procedente del medio control

T2- vitroplanta cultivar CMC-40 procedente del medio con Pectimorf®

T3- vitroplanta yuca cultivar Sefiorita procedente del medio contro

T4-- vitroplanta yuca cultivar Sefiorita procedente del medio con Pectimorf®

Figura 28. Productos de amplificacién de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) del acido desoxirribonucleico (ADN) en plantas de yuca, provenientes del
segundo subcultivo.
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En Curcuma longa L. cuando se emplearon explantes de bulbos de rizomas para el
establecimiento in vitro se demostré6 homogenidad genética en los propagulos que se
regeneraron en comparacion con las plantas madres cuando se realizo el analisis
mediante RAPD (Tyagi et al., 2007).

En yuca (Manihot esculenta), los estudios moleculares con RAPD se han empleado
en el mapeo genético de cultivares de interés comercial y en la identificacion de
cultivares (Asante y Offei, 2003; Zacarias et al., 2004; Rimoldi et al., 2010). Asi
mismo, Fernando et al., 1996 informaron que no hubo estabilidad genética en
accesiones de yuca provenientes del banco de germoplasma del CIAT después de
10 afios conservadas in vitro, al emplear marcadores moleculares como AFLP y
RAPD.

En el cultivo de la yuca, no existen reportes sobre estudios de monitoreo de la
variabilidad genética cuando se emplea en la organogénesis Pectimorf®, aspecto
muy importante, ya que las técnicas de cultivo de tejidos vegetales requieren como
analisis complementarios los estudios de estabilidad genética del material vegetal

generado a fin de garantizar su identidad genética.

Los resultados de la presente investigacion, constituyen un aporte cientifico y
practico, para la micropropagaciéon de la yuca, ya que posibilita modificar los
protocolos empleados para ello con la incorporacién de un producto cubano, que
permite la obtencion de vitroplantas mas vigorosas, con elevados porcentajes de
supervivencia durante la aclimatizacion y estabilidad del material obtenido. Por ello,
se propone una modificacion al protocolo empleado (Figura 29). Esta nueva
metodologia puede ser usada como alternativa para la propagacion masiva en la

obtencion de material de alta calidad en los cultivares de yuca "CMC-40"y “Sefiorita”.
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Apice Meristematico

Plantas in vitro
/ s 21 dias de edad
Estacas
(15-20 cm) g
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Figura 29. Modificaciones propuestas a la metodologia para la propagacién in vitro de la yuca, cultivares "CMC-40" y
“Seforita’
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5 CONCLUSIONES

1. Pectimorf® ejerci6 una accién inhibitoria sobre los genes SAUR-16 e IAA-5 que

codifican la expresion de auxinas, siendo esta mas marcada sobre SAUR-16.

2. Se evidencié una accion favorable de Pectimorf® sobre las variables del
crecimiento evaluadas sobre apices y yemas de dos cultivares de yuca "CMC-
40" y “Seforita’. durante el proceso de micropropagacion, asi como su efecto

residual durante el periodo de aclimatizacion en ambos cultivares.

3. En ambos cultivares, el empleo de Pectimorf® a una concentracién de 5 mg L™
en sustitucion de ANA en los medios de cultivo para el crecimiento de &pices,

brind6 resultados similares al medio control.

4. En la fase de multiplicacion (yemas axilares) el empleo de Pectimorf® a 10 mg
L™ en ambos cultivares resulté adecuado, obteniéndose resultados superiores

al medio control con 0,01 mg L™ de ANA.

5. Se comprobo el efecto residual de Pectimorf® sobre las vitroplantas, lo cual se
manifesté por un aumento en la tasa de crecimiento de las mismas, asi como
algunos cambios en la anatomia de las hojas, que provocaron un mayor

porcentaje de supervivencia en la fase de aclimatizacion.

6. De acuerdo al andlisis realizado, Pectimorf® no produjo cambios en las

caracteristicas genéticas de las plantas micropropagadas.
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6 RECOMENDACIONES

1. Aplicar el protocolo propuesto para la micropropagacion de la yuca en los

cultivares "CMC-40" y “Sefiorita’.

2. Proponer extender los resultados de este estudio al resto de los cultivares
comerciales de yuca (Manihot esculenta C.), que se encuentran en fase de

generalizacion en el pais.

3. Evaluar el efecto del Pectimorf® a nivel de campo, al concluir el ciclo
productivo de las plantas.
4. Incluir los resultados del documento en los programas de estudios de pre y

postgrado de las carreras de Agronomia y Ciencias Bioldgicas.
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8 ANEXOS

Anexol. Caracteristicas quimicas del sustrato empleado para los diferentes

experimentos en el cultivo de la yuca (Manihot esculenta Crantz), cultivares

"CMC-40" y “Sefiorita’.

pH MO P,Os Ca Mg Na K
H,O | (%) | (mg.100g™) (cmol kg™
7,5 20,7 460 235 15,0 0,15 0,22

Anexo 2. Composicion del medio para el crecimiento y enraizamiento in vitro de la

yuca (Manihot esculenta Crantz) propuesto por INIVIT (2004).

Componentes Cantidad utilizada para 1L
Macros 8,33 ml
EDTA 3,33 ml
Sacarosa 20,09
CaCl, 0,96 ml
Micros 0,33 ml
Kl 0,33 ml
Tiamina 0,13 mg
Mioinositol 0,033 mg
ANA ( Acido nalftalenacetico) 0,01 mg
Agar 6,50

pH 5,7




	Portada: Efecto de PectiMorf® en la propagación in vitro de la yuca (Manihot esculenta C.), cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´
	Citación correcta
	SÍNTESIS
	1 INTRODUCCIÓN
	2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA
	2.1 Generalidades del cultivo de la yuca (Manihot esculenta Crantz)
	2.2 Cultivares comerciales en Cuba
	2.3 Formas de propagación
	2.4 El Cultivo de tejidos
	2.5 Medios de cultivo
	2.6 Otras sustancias empleadas como reguladores del crecimiento
	2.7 Empleo del Pectimorf® en el cultivo de téjidos vegetales
	2.8 Marcadores empleados en el estudio de la variabilidad genética

	3 MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1 Evaluación de la interacción auxina/Pectimorf®
	3.2 Efecto de Pectimorf® sobre las diferentes fases de la micropropagación dela yuca
	3.3 Efecto de Pectimorf® sobre la morfología y características genéticas de lasplantas de yuca obtenidas por micropropagación

	4 RESULTADOS Y DISCUSION
	4.1 Evaluación de la interacción auxina/Pectimorf®
	4.2 Efecto de Pectimorf® sobre las diferentes fases de la micropropagación dela yuca
	4.3 Estudios sobre la morfología y características genéticas de plantas de yucaobtenidas por micropropagación

	5 CONCLUSIONES
	6 RECOMENDACIONES
	7 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	8 ANEXOS



