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SÍNTESIS 

 



SÍNTESIS  

La baja disponibilidad de semilla de alta calidad de yuca (Manihot esculenta C.) para 

los agricultores cubanos, pudiera solucionarse mediante la aplicación de las técnicas 

de cultivo in vitro. Por lo que, una de las alternativas para resolver el problema podría 

ser el desarrollo de metodologías más eficientes y sostenibles para la obtención de 

material in vitro, para garantizar el mejoramiento de la calidad de la semilla y el 

saneamiento del material vegetal. Se trazó como objetivo, estudiar la actividad 

biológica de un producto cubano (Pectimorf®), empleando Arabidopsis thaliana como 

modelo y validar su efecto en las diferentes fases del protocolo de micropropagación 

de la yuca, cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´, como complemento o sustituto de los 

reguladores del crecimiento empleados tradicionalmente en el medio de cultivo y así 

sustituir importaciones. Se determinó mediante estudios histológicos, citogenéticos, 

isoenzimáticos y moleculares (RAPD) el efecto de Pectimorf® sobre el material 

obtenido. Se informa para la ciencia que Pectimorf® ejerció una acción inhibitoria 

sobre los genes SAUR-16 e IAA-5, que codifican la expresión de auxinas en plantas 

de Arabidopsis, corroborando lo informado para otros oligopectatos. En los cultivares 

de yuca estudiados, para el crecimiento de ápices el empleo del producto a la 

concentración de 5 mg L-1 en sustitución de ANA en los medios de cultivos brindó 

resultados similares al tratamiento control. En la fase de multiplicación de yemas 

axilares, el empleo de Pectimorf® a 10 mg L-1, resultó adecuado, obteniéndose 

resultados superiores al medio control con 0,01 mg L-1 de ANA. Se comprobó un 

efecto residual sobre las vitroplantas, el cual se manifestó por un aumento en la tasa 

de crecimiento, altura, contenido de masa fresca y masa seca, así como algunos 

cambios en la anatomía de las hojas, que provocaron un mayor porcentaje de 

supervivencia en la fase de aclimatización (superior al 90 %). Se demostró mediante 

los análisis realizados que Pectimorf® no produjo cambios en las características de 

las plantas micropropagadas. Los resultados permitieron proponer un protocolo para 

la micropropagación de los cultivares de yuca ´CMC-40´ y ´Señorita´. 
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1 INTRODUCCIÓN 

La falta de tecnologías para la producción de material de plantación, en cantidad 

suficiente y con condiciones fitosanitarias óptimas, se ha convertido en un obstáculo 

para el desarrollo a escala comercial de los cultivos de reproducción agámica 

(Rodríguez, 2015). La propagación vegetativa convencional favorece la diseminación 

de plagas, lo cual afecta el volumen y la calidad del material de plantación y el 

rendimiento en dichos cultivos. 

La yuca (Manihot esculenta Crantz), constituye el cuarto producto alimenticio en 

importancia, en lo referente a cantidad de calorías producidas, después del arroz 

(Oryza sativa L.), trigo (Tritricum aestivum L.) y maíz (Zea mays L.) y forma parte de 

la dieta de más de 1 000 millones de personas (Ruíz et al., 2010).  

En Cuba, es un valioso alimento desde la época de los aborígenes y componente 

importante en la dieta tradicional básica de la población; además se emplea en la 

alimentación de cerdos y aves y como banco de proteínas, fundamentalmente para la 

ganadería (Medero, 2006). 

La aplicación de las técnicas de cultivo in vitro es una alternativa de gran utilidad 

para la producción de semilla agámica básica a gran escala. Según 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 producción de grandes volúmenes de material de siembra de alta calidad 

fisiológica (Posada, 2016). También, permiten la propagación de plantas libres de 

virus y de cualquier otro patógeno (Albarrán et al., 2011). 

Sin embargo, los costos de los protocolos de micropropagación son relativamente 

altos, porque resultan exigentes en cuanto a la composición del medio de cultivo 

especialmente, en lo referente al empleo de reguladores del crecimiento. En este 

sentido, resulta importante modificar los protocolos de regeneración de plantas de 

yuca mediante el cultivo in vitro de tejidos, ya sea por embriogénesis somática 

(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 introducción 

de productos bioactivos de producción nacional, como alternativa para mejorar la 

eficiencia económica del proceso (Hernández et al., 2009).  
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Pectimorf®, es considerado un regulador del crecimiento no tradicional y se produce 

en Cuba a partir de degradaciones enzimáticas parciales de las paredes celulares de 

cortezas de frutos cítricos (Cabrera et al., 2003). Este producto, se ha empleado 

como sustituto de hormonas tradicionales en protocolos de micropropagación, 

porque estimula el crecimiento y diferenciación en cultivos como el tomate (Solanum 

lycopersicon L.) (Plana et al., 2003), caña de azúcar (Sacharum officinarum L.) 

(Nieves et al., 2006), malanga (Colocasia sp.) (Hernández et al., 2009) y plátanos 

(Musa ssp.) (Izquierdo, 2013). También es considerado un potente elicitor de defensa 

en plantas (Suárez et al., 2013).  

Uno de los problemas de la aplicación del cultivo de tejidos, es la variabilidad 

generada por la técnica de propagación in vitro empleada, aspecto que con el 

desarrollo de los marcadores citológicos, isoenzimáticos y moleculares ha 

posibilitado detectar cambios genéticos (Posada, 2016).  

Teniendo en cuenta la problemática señalada anteriormente, se consideró importante 

estudiar el efecto de Pectimorf® sobre la expresión de los genes IAA-5 y SAUR-16 

que codifican para las auxinas en plantas (Savatin et al., 2011), así como validar su 

efecto en las diferentes fases del protocolo de micropropagación in vitro de la yuca, 

con vistas a optimizar este proceso para la obtención de semilla agámica de calidad 

en las biofábricas y el fomento de bancos de semilla élite para ser utilizadas en la 

producción, y contribuir así, a la elevación de los rendimientos de este cultivo en el 

país.  

Es por ello que, a partir de los resultados del empleo de Pectimorf® en diferentes 

cultivos, se propuso el siguiente Problema Científico: “¿Es posible emplear 

Pectimorf® en sustitución o como complemento de reguladores del crecimiento 

tradicionales en el protocolo de micropropagación de yuca (Manihot esculenta C.) 

para la obtención de vitroplantas vigorosas e idénticas al material de partida?  

Para ello se planteó la siguiente Hipótesis de trabajo: El empleo de Pectimorf® en las 

diferentes fases de la micropropagación de los cultivares de yuca (Manihot esculenta 

C.), ´CMC-40´ y ´Señorita´, en sustitución o como complemento de reguladores en 

los medios de cultivo, permite la obtención de vitroplantas vigorosas y genéticamente 

estables.  
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Para dar respuesta a esta hipótesis se planteó el siguiente Objetivo General: 

Demostrar la posibilidad del uso de Pectimorf® en el protocolo para la 

micropropagación de la yuca, en sustitución o como complemento de reguladores del 

crecimiento tradicionales empleados en el mismo, para la obtención de plantas 

vigorosas sin afectar la estabilidad del material obtenido. 

Los Objetivos Específicos propuestos fueron los siguientes: 

- Comprobar, a través del modelo biológico internacionalmente establecido, el posible 

antagonismo entre la acción 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 propagación in vitro 

de la yuca, cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´. 

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

por micropropagación. 

Novedad Científica 

- Se informa para la ciencia, la acción de Pectimorf® sobre la expresión de los niveles 

de transcripción de los genes IAA-5 y SAUR-16, empleando como modelo A. thaliana 

(cv. Columbia O), en presencia de ácido indolacético (AIA). 

- Se señala por primera vez, el efecto que ejerce Pectimorf®, en las diferentes fases de 

la propagación in vitro de la yuca, cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´.  

- Se indica que Pectimorf® posee un efecto residual, que favorece la aclimatización de 

las plantas, al conferirles mayor tasa de crecimiento, altura, contenido de masa 

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

Importancia teórica  

- Se demuestra que Pectimorf® ejerce una acción inhibitoria sobre la expresión de los 

niveles de transcripción 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 

acción sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas se ejerce independientemente 

de ellos.  
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- Se revela que Pectimorf® no produjo cambios en el nivel de ploidía, la anatomía de 

las plantas ni a nivel bioquímico y molecular en el material vegetal obtenido por 

micropropagación. 

Importancia práctica  

- Se ofrece una metodología para la micropropagación de los cultivares de yuca, 

´CMC-40´ y ´Señorita´, con el empleo de Pectimorf®, en los medios de cultivo, la cual 

podría emplearse en los laboratorios de propagación comercial masiva (biofabricas), 

con el consiguiente impacto en la sustitución de importaciones de los reguladores 

empleados actualmente en Cuba. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

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

2.1.1 Taxonomía y Origen  

La yuca pertenece al reino Vegetal, división Spermatophyta, subdivisión 

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 laticíferos, compuesto por células secretoras 

llamadas galactocitos y éstos producen la secreción 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 económica y es cultivada.   

El nombre científico 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 sugirió que 

estas dos últimas subespecies son formas silvestres de la versión cultivada M. 

esculenta subespecie esculenta. 

Acerca del origen de la yuca, la más antigua y hasta ahora más sostenida hipótesis 

se le atribuye al botánico y geógrafo 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 antigüedad del cultivo de la yuca en dicha región, propuso 

que ésta fue primeramente cultivada allí. Numerosas evidencias apuntan a que el 

área de domesticación de la yuca comprende una vasta región desde México hasta 

Brasil. Esta especie pudo cultivarse desde hace 5 000 años (Simmonds, 1976).  
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La yuca podría ubicarse en una categoría 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 área muy amplia.  

2.1.2 Importancia económica 

En el mundo, la yuca es el cuarto producto alimenticio básico en importancia, en lo 

referente a cantidad de calorías producidas, después del arroz (Oryza sativa L.), trigo 

(Tritricum aestivum L.) y maíz (Zea mays L.) y forma parte de la dieta de más de 1 

000 millones de personas (Ruíz et al., 2010). 

La yuca, catalogada como la más importante en el género de raíces, rizomas y 

tubérculos tropicales, tiene su principal valor económico en su órgano de reserva o 

almacenamiento de energía, las raíces, éste tiene diversos usos en la alimentación 

humana y animal, aunque su follaje se aprovecha para la alimentación animal en 

algunas zonas rurales y en África, se utiliza como verdura fresca para consumo 

humano (ELTIEMPO, 2014).  

Este producto se comercializa como raíz 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 (AGRO2, 2014). En la tabla 1, se observa el alto valor 

nutricional de la yuca, en la composición química de la harina de raíces en base a 

masa seca. 

 Fuente: Ceballos (2002) 

Tabla 1. Composición química de la harina de yuca (Manihot esculenta C.) de la raíz 
completa y de la raíz sin cáscara (base seca). 

Componentes 
Contenidos (%) 

Raíz con cáscara Raíz sin cáscara 

Materia seca 100,00 100,00 
Carbohidratos disponibles 83,80 92,40 

Proteína cruda 3,05 1,56 

Ceniza 2,45 2,00 

Hemicelulosa 1,16 1,45 

Extracto  1,04 0,88 
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Las hojas al igual que las raíces, 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 proteína (18- 22%) (Buitrago, 

1990). 

Tabla 2. Concentración de elementos minerales en hojas y raíces de 
yuca. 

Elemento 
Concentración 

promedio en hojas 
(mg/100g masa seca) 

Concentración 
promedio en raíces 

(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 7 198 1 153 
Na 11,4 66,4 
K 10 109 8 903 
P 3 071 1 284 
S 2 714 273 

Fuente: Ceballos y Cruz (2002) 

El producto industrial más importante elaborado con base en yuca es el almidón, que 

se usa en las industrias alimenticia y textil y en la fabricación de papeles y adhesivos, 

aunque también tiene potencial en la producción de dextrosa y otros derivados 

(Cocinayvino, 2014). 

En Cuba esta raíz rústica, no solo es un alimento básico para muchas familias 

campesinas de escasos recursos, constituye un valioso alimento desde la época de 

los aborígenes, mucho antes de la llegada de los colonizadores españoles (Medero, 

2006). Constituye un componente importante en la dieta tradicional de la población. 

Su follaje se emplea en bancos de proteína para la ganadería vacuna y como 

sustituto en la confección de concentrados para la alimentación de cerdos y aves. 

Su importancia se debe ampliar con su potencialidad como materia prima en la 

producción de etanol y, en ese sentido, en Tailandia hay un fuerte incremento de la 

producción de etanol a partir de yuca (Nguyent et al., 2007), podría ser la 

disminución de los costos de producción un elemento importante para la 

competitividad de este biocombustible. 
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Adicionalmente, la yuca tiene una alta tolerancia a la sequía, capacidad de 

producción en suelos ácidos y degradados típicos de algunas regiones de países 

tropicales y la resistencia a diversas plagas (Cadavid, 2005). Por las razones antes 

expuestas, este cultivo se convertirá en los próximos años, 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 más productivos y mejor adaptados a las condiciones que imponen el 

cambio climático 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: 'Señorita', 'CMC-40', 'CEMSA 74-725', 'CEMSA 74-6329' e 

´INIVIT Y93-4´. Según encuestas realizadas a productores del occidente cubano 

(Hernández, 2004), 'CMC-40' y 'Señorita' fueron los de mayor aceptación por los 

agricultores de la zona.  

Características del cultivar ´CMC-40´ 

Plantas de 1,5-2,5 m de altura, con más de dos ramificaciones, de porte semi-erecto, 

tallos de color marrón oscuro, hojas 5-7 lóbulos, follaje joven verde-rojizo, pecíolos 

rojos, hojas adultas verdes, hojas jóvenes rosadas, lóbulos simples, pecíolos 

inclinados hacia arriba, de forma irregular, posee más de 10 raíces por planta, de 

superficie rugosa y crecimiento oblícuo, sésiles, cónicas o cilíndricas, de color 

castaño oscuro la película externa, corteza rosada y pulpa blanca. Dentro de sus 

principales características se destacan su alta productividad y ciclo corto (6-10 

meses) (INIVIT, 2004). 

Características del cultivar ´Señorita´ 

Tallo verde amarillo, con yemas de color amarillo-rosado, hojas verdes con los 

nervios y pecíolos ligeramente rosados en adultas, en hojas jóvenes los pecíolos 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 

raíces 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, más de 10 meses. En este 

cultivar se destaca su excelente calidad culinaria. 

2.3 Formas de propagación 

Los agricultores reproducen el cultivo de la yuca mediante la propagación vegetativa, 

utilizando semillas asexuales (estacas o pedazos de tallos) en siembras repetidas, lo 

que constituye un riesgo, ya que es posible diseminar enfermedades fitopatógenas 

(Albarrán, 2003), constituyendo una de las principales limitantes en los rendimientos 

y la expansión del cultivo (Mantilla, 1996).  

Se puede propagar también de forma sexual, a partir de la semilla botánica, pero 

ésta tiene el inconveniente de la segregación, ya que esta especie es alógama y por 

tanto, heterocigótica (Ceballos y Cruz, 2002). 

Otra vía de propagación la constituye la aplicación de las técnicas de cultivo in vitro o 

propagación clonal in vitro, la cual es motivo de frecuentes estudios y se han 

alcanzado logros en la micropropagación (Roca et al., 1991; Fregene et al., 2002). La 

siembra de meristemos de yuca ofrece múltiples ventajas, entre ellas, se recupera el 

vigor y la productividad de las plantas y a su vez, contribuye a la producción de 

propágulos de alta calidad libres de virus y de cualquier otro patógeno (Mederos et 

al., 2000; Albarrán, 2003).  

Las técnicas de cultivo in vitro, se basan en el aislamiento de una porción de tejido 

de la planta, la cual es cultivada bajo condiciones asépticas, en un medio de cultivo 

de composición definida. De forma general, existen varias vías para realizar la 

propagación clonal in vitro, entre estas se encuentran el cultivo de meristemos, 

ápices o yemas axilares y embriones sexuales, la organogénesis y la embriogénesis 

somática (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 postuló el principio de la totipotencia celular, que es la base teórica sobre la 

que se sustentan todas las técnicas del cultivo in vitro (Jiménez, 1998). Haberlandt 

enfatizó el concepto de totipotencia celular, el de hormonas de crecimiento y de callo, 

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

http://www.ceniap.gov.ve/ceniaphoy/articulos/n3/texto/albaran.htm
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que algún día 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 órganos, tejidos, células y protoplastos, a 

emplear en los medios nutritivos artificiales. Las etapas principales en el desarrollo 

del cultivo de tejidos según Pérez (1998) son: 

 1890- 1930 Primeros intentos para cultivar células en condiciones asépticas. 

Formulación de los problemas a resolver para lograr que las células aisladas 

provocaran división celular. 

 1930- 1955 Cultivo de células, tejidos y órganos. 

 1950- 1960 Morfogénesis in vitro. 

 1960- 1970 Propagación in vitro. 

 1970- 1980 Trabajos con protoplastos de células vegetales. 

 1980- 1990 Variación somaclonal, genética de las células somáticas.  

 1990- 2000 Hibridación somática, semilla artificial, transformación genética, 

cultivo de anteras, marcadores moleculares, ingeniería genética. 

 2000- actualidad. Desarrollo de la Biología Molecular, Genómica y Proteómica.  

2.4.1 Aplicaciones 

El cultivo de tejidos vegetales presenta aspectos y aplicaciones prácticas muy 

variadas, tales como: mejora genética, multiplicación vegetativa (micropropagación), 

obtención de plantas libres de virus y otros patógenos, obtención de haploides y 

líneas isogénicas, conservación de germoplasma, crioconservación, cultivo de 

células y protoplastos, variación somaclonal, embriogenésis somática, ingeniería 

genética, marcadores moleculares y otros (Villalobos y Thorpe, 1991; Beltrán et al., 

2010). 

2.4.2 Aplicación de las técnicas de cultivo de tejidos en yuca  

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

intercambio de germoplasma (Roca y Beltrán, 1984), saneamiento de cultivares 
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(Roca et al., 1991), y para la crioconservación y mejoramiento genético de genotipos 

de gran importancia económica (Escobar et al., 2004).  

Roca (1984), planteó que la vía más frecuente para la micropropagación de la yuca 

es el cultivo de ápices y segmentos del tallo. En estudios sobre el desarrollo de 

callos, se demostró que el empleo de auxinas y citoquininas en los medios de cultivo 

son necesarias para el crecimiento y formación de raíces (Noerhadi y Widiyanto, 

1982). Li et al., (1995), observaron la regeneración de brotes a partir de cotiledones 

de embriones somáticos germinados, al añadir en el medio de cultivo  la 6-

bencilaminopurina (6-BAP) y ácido indolbutírico (AIB).  

El primer trabajo sobre embriogénesis somática en yuca se realizó 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 somáticos (Medero et 

al., 2000), también se determinó que las auxinas sintéticas Picloram y Ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético (2,4-D) son eficientes para la inducción de embriones somáticos. 

Sin embargo se encontraron cultivares específicos en los cuales solo se inducen 

embriones somáticos con auxinas diferentes como Dicamba (Ácido 3,6-Dicloro-o-

anísico) (Medina et al., 2003). 

En la actualidad, aún se continua investigando el papel de los reguladores del 

crecimiento y las características físicas de los medios de cultivo, en aras de 

establecer nuevos protocolos de propagación in vitro de yuca, ya sea por 

embriogénesis somática o vía organogénesis, con el fin de obtener metodologías que 

estandaricen cultivares recalcitrantes y de alto valor agronómico (Ochoa et al., 2012, 

Mayapi et al., 2013). Por las razones mencionadas, se hace necesario trabajar en 

mejorar los protocolos de propagación in vitro y ampliar el número de cultivares que 

respaldan a esta forma de propagación. 

2.5 Medios de cultivo  

Los principales componentes nutricionales del medio de cultivo para el crecimiento 

ilimitado de células, tejidos u órganos fue establecido en los últimos 40 años, 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 órganos) los requerimientos 

nutricionales esenciales (sales inorgánicas, reguladores del crecimiento, vitaminas, 

fuentes de carbono y aminoácidos) en la proporción 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 podría modificarse al 

nuevo material vegetal. Alternativamente, puede probarse un medio de composición 

relativamente simple, al cual se van a adicionar otros componentes nutritivos 

complejos. Generalmente, la complejidad del medio aumenta a medida que 

disminuye el tamaño del explante a cultivar. 

Existe un total de 260 medios de cultivos publicados y muchas revisiones acerca de 

ellos así como de su composición; estos difieren esencialmente por su composición 

general de sales. 

El medio Murashige y Skoog (1962) es, sin lugar a dudas, el que más 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 composición de 

sales. Actualmente, numerosos autores emplean en los medios de cultivos 

componentes orgánicos (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 Composición del medio de cultivo  

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

compuestos: 

2.5.1.1 Sales inorgánicas 

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), hidrógeno (H), oxígeno (O), nitrógeno (N), fósforo 

(P), potasio (K+), calcio (Ca2+), 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 fisiología y se emplean en pequeñas cantidades. Estos son: 

hierro (Fe), Zinc (Zn), Manganeso (Mn), Cobre (Cu), Molibdeno (Mo). (López, 1990). 

Los microelementos resultan indispensables para el crecimiento vegetal, ya que 

intervienen como activadores de sistemas enzimáticos. Se suministran al medio de 

cultivo bien con el objetivo de evitar cualquier carencia o se utilizan a 

concentraciones más altas con el objetivo de provocar una activación del 

crecimiento. 

2.5.1.2 Vitaminas 

Son compuestos orgánicos complejos necesarios para llevar a cabo ciertas funciones 

catalíticas 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 fenómenos de organogénesis. 

La tiamina (vitamina B1) tiene importancia en el cultivo de células y órganos, la cual 

se añade en cantidades que varían de 0,1-1,0 mg L-1). También se señalan efectos 

favorables para el ácido nicotínico (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 adición al medio mejora el crecimiento de 

los mismos; entre ellas están el mioinositol o mesoinositol, piridoxina, ácido nicotínico 

(vitamina B5), ácido pantótenico, ácido fólico, entre otras. La incorporación de 

mioinositol al medio (100 mg L-1) generalmente trae como resultado un mejor 

crecimiento de los callos y suspensiones celulares. 

2.5.1.3 Aminoácidos 

Pueden acumularse de forma libre en los tejidos o asociarse entre sí formando 

proteínas, la proporción en que esto ocurre varía en dependencia de las variedades y 

especies, el oxígeno y los estados nutricional, fisiológico y ambiental. En ocasiones, 

se verificó el efecto antagónico de algunos aminoácidos en relación con la biosíntesis 

de otros. Algunos incorporan el nitrógeno más rápido al medio que el propio 

nitrógeno inorgánico; puede prescindirse de ellos si el balance de sales inorgánicas 

es adecuado. Los aminoácidos también pueden actuar como agentes quelatantes.  
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Se utilizan preferiblemente los L-isómeros: L- cisteína, L- adenina, L- asparagina y L- 

serina. Tienen diferentes funciones en sistemas: la L- glutamina, y la L- asparagina 

son transportadores de nitrógeno, L- arginina estimula la raíces; L- serina es 

empleada en el cultivo de microporos y L- cisteína es un agente reductor, la glicina 

se utiliza como suplemento (Pierick, 1991). 

2.5.1.4 Carbohidratos 

Muy pocos cultivos in vitro son autótrofos y, por tanto, es necesario agregar al medio 

una fuente de carbono. La sacarosa en el rango comprendido entre 2-5% es el 

azúcar que más 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-1), proteína hidrolizada (30-300 mg L-1) es fuente de aminoácidos, jugo de naranja 

(30 %), jugo de tomate (30 %), pulpa de plátano (159 g L-1), emulsión de pescado (1 

cm3
 L

-1), endospermo líquido de coco: contiene ácido orgánico, aminoácidos, ácido 

maleico, vitaminas, azúcares, reguladores del crecimiento, minerales (10- 20 %) y 

extracto de malta (50-200 mg L-1). 

A pesar de la dificultad en el análisis de su composición y la poca información en la 

literatura acerca de los efectos que tienen los componentes orgánicos, estos son 

ricos en energía, vitaminas, aminoácidos 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 más se utiliza en los medios de cultivo, por eso muchos autores 

validan a este compuesto natural como una alternativa en los sistemas de 

micropropagación (Salazar, 2012; Domínguez-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-1, 

para contrarrestar la acción de los compuestos fenólicos producidos por el tejido 

dañado durante la desinfección y el corte, que pueden provocar la muerte del 
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explante. Entre estos pueden citarse: la L-cisteína, el ácido cítrico, el carbón 

activado, PVC (polivinil pirrolidona) y el DMSO (dimetil sulfóxido) (Alvarenga, 2007; 

Gantait et al., 2009; Beltrán et al., 2010; Rodríguez et al., 2010). 

2.5.1.7 Materiales inertes o de soporte 

Comúnmente se emplea el agar entre 6-10 g L-1 como un sistema de soporte para la 

preparación de medios sólidos o semisólidos, este soporte evita que el explante se 

sumerja en el medio de cultivo. También se utilizan el Gelrite y el Phytagel en 

concentración de 2 y 8 g L-1, respectivamente (Medero et al., 2010; Hernández et al., 

2010). 

El medio líquido estacionario reúne todos los aspectos positivos del medio sólido, 

con la ventaja de que son eliminadas algunas sustancias inhibidoras que a veces 

están presentes en los geles solidificantes. Es usual el empleo de papel de filtro 

como soporte y absorbente. El medio líquido en agitación favorece el intercambio 

gaseoso y la polarización de los tejidos por acción de la gravedad, así como también 

los gradientes de nutrientes en el medio y en la superficie de los tejidos. La utilización 

de un medio liquido o sólido depende a menudo de las ventajas, hábitos y/o 

disponibilidad del usuario. 

No menos importante es el papel que desempeña 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 varía 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 orgánicos diferentes de 

los nutrientes, que en pequeñas cantidades incrementan, inhiben o modifican de una 

forma u otra cualquier proceso fisiológico del vegetal (Davies, 2004). 

El desarrollo de plantas in vitro es producto de la interacción cuantitativa entre 

reguladores del crecimiento, especialmente auxinas y citoquininas (Pierick, 1991; 

Roca et al., 1991).  

El desarrollo normal de una planta depende de la interacción de factores externos 

(luz, nutrientes, agua, temperatura) e internos (hormonas). Una definición abarcadora 

del término hormona es considerar bajo este nombre a cualquier producto químico de 
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naturaleza orgánica que sirve de mensajero químico, 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, ácido 

abscísico 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 elongación celular. El ácido indolacético (AIA) es la forma 

predominante, sin embargo, evidencias sugieren que existen otras auxinas indólicas 

naturales en las plantas (Barceló et al., (1995).  

Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, las más altas concentraciones 

se localizan en las regiones meristemáticas en crecimiento activo. Se le encuentra 

tanto como molécula libre o en formas conjugadas inactivas, cuando son conjugadas 

se hallan metabólicamente unidas a otros compuestos de bajo peso molecular. Este 

proceso parece ser reversible. La concentración de auxinas libres en plantas varía de 

1 a 100 mg kg-1 de masa fresca. En contraste, la concentración de auxinas 

conjugadas en ocasiones, es sustancialmente más alta (Alvarenga, 2007).  

Una característica sorprendente de las auxinas es la fuerte polaridad a través de la 

planta. Las auxinas se transportan por medio de un mecanismo dependiente de 

energía, alejándose 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 lámina foliar hacia la base del pecíolo parece también prevenir la 

abscisión. 

Las auxinas están implicadas en la regulación de un número de procesos fisiológicos 

como son: crecimiento y diferenciación celular, crecimiento y la maduración de frutas, 

formación de raíces, floración, senescencia, geotropismo, retardan la caída de hojas, 

flores y frutos jóvenes, dominancia apical y geotropismo (Li et al., 2006).   
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El efecto inicial de la hormona para regular posteriormente los diversos eventos 

fisiológicos es aún desconocido. Durante el alargamiento celular estimulado por las 

auxinas se piensa que actúa por medio de un efecto rápido sobre el mecanismo de la 

bomba de protones manejada por la ATPasa de la membrana plasmática, y un efecto 

secundario mediado por la síntesis de enzimas.  

Entre las auxinas sintéticas más empleadas se encuentran: ácido naftalenacético 

(ANA) y ácido indol butírico (AIB) (Tromas y Perrot- Rechenmann, 2010). Son 

utilizadas para el establecimiento de los cultivos in vitro: ácido indolacético (AIA), 

ácido indolbutírico (AIB), ácido naftalenacético (ANA) y ácido 2,4 diclorofenoxiacético 

(2,4-D) (Kieffer, Neve y Kepinski, 2010; Mora et al., 2010; Sajeevan et al., 2011; 

Pérez et al., 2013).  

Según López (1990), la actividad auxínica 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 práctica el uso de las auxinas es un arte; es imposible establecer una 

concentración particular de la auxina que se debe utilizar en un solo caso. El 2,4-D 

es una auxina tóxica a concentraciones altas, su empleo es amplio, muchas veces 

ligado a citoquininas, en trabajos de cultivos celulares, embriogénesis somática, etc. 

Estas fitohormonas participan en la expresión de diferentes genes, por ejemplo 

Savatin, et al., (2011), al aplicar concentraciones de AIA (Ácido indolacético) a 

plántulas de Arabidopsis thaliana L, observó la activación de un grupo de genes que 

se expresaron ante la presencia de estas hormonas considerándolos genes 

marcadores para las auxinas, entre ellos IAA (IAA5 [At1g15580], IAA19 [At3g15540], 

IAA20 [At2g46990], IAA22 [At1g19220], 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 

empleó porque es fuertemente reprimido ante la presencia de los 

oligogalacturónidos. 

Según 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 ácido naftalenacético (ANA) y ácido indolacético (AIA) en la 

expresión de iguales genes. 
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b. Citoquininas 

Inicialmente fueron llamadas quininas; sin embargo, al uso anterior del nombre para 

un grupo de compuestos de la fisiología animal, se adoptó el término citoquinina (cito 

kinesis o división celular). Son producidas en las zonas de crecimiento, como los 

meristemos y en la punta de las raíces y se traslocan muy poco o casi nada en la 

planta. Sin embargo, cuando los compuestos se encuentran en las hojas son 

relativamente inmóviles (Taiz y Zieger, 2006). 

Las mayores concentraciones de citoquininas se encuentran en embriones y frutas 

jóvenes en desarrollo, donde se produce una rápida división celular (Kuderova et al., 

2008).  

Otros efectos generales de las citoquininas en plantas incluyen: estimulación de la 

germinación de semillas, ruptura del letargo de semillas, estimulación de la formación 

de frutas sin semillas,  inducción de la formación de brotes laterales, tropismos, 

mejora de la floración, alteración en el crecimiento de frutos, ruptura de la 

dominancia apical, estimula el desarrollo de los brotes laterales y modulando el 

estrés abiótico (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; Chacón y Cáceres, 2012). 

En cultivo de tejidos, la 6-bencilaminopurina ó 6-benciladenina (6-BAP o BA) 

(Rodríguez et al., 2010; Markovic et al., 2013) y las citoquininas sintéticas: 6-

furfurilaminopurina (Kinetina) y thidiazuron (TDZ) son las más empleadas 

(Chotikadachanarong y Deheeranupattana, 2013; Gomes et al., 2013). Las 

concentraciones en que se utilizan varían entre 0.1-10 mg L-1.  

El efecto de las citoquininas en el crecimiento y la morfogénesis in vitro es 

importante, pues se considera que si la relación auxina/citoquinina en el medio de 

cultivo es baja, favorece la formación 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 formación de un mayor número de brotes y son de mayor 

longitud, lo que se traduce en un mayor coeficiente de multiplicación (Pérez et al., 
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2002, Domínguez, 2011). Además, el 6-BAP es metabolizado por los tejidos mucho 

más fácil que el resto de los reguladores sintéticos y es capaz de inducir la 

producción 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 

raíces 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).  

Además de encontrarse en el floema, las giberelinas también son aisladas de 

exudados del xilema, lo que sugiere un movimiento más generalmente bidireccional 

de la molécula en la planta.  

Su acción va dirigida hacia el crecimiento de entrenudos, eliminan la dormancia de 

yemas y semillas, inducen y aceleran la floración, intervienen en la tuberización, 

como acción contraria debe señalarse la inhibición del crecimiento normal de raíces y 

tallos en cultivo de callos (Bari y Jones, 2009; Lalitha et al., 2013). El ácido giberélico 

(AG3) fue la primera de esta clase de hormonas en ser descubierta.   

d. Ácido abscísico 

El ácido abscísico (ABA), conocido anteriormente como dormina o abscisina, es un 

inhibidor del crecimiento natural presente en las plantas. Inhibe el crecimiento 

vegetativo de órganos, la fotosíntesis, regula la dormancia y germinación y la 

respuesta a los diferentes estreses abióticos y bióticos (Ton et al., 2009, Cutler et al., 

2010, Kim et al., 2010).  

Esta hormona juega un papel regulador en respuestas fisiológicas tan diversas como 

el letargo, la abscisión de hojas y frutos y el estrés hídrico, y por lo tanto tiene efectos 

contrarios a las de las hormonas de crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquininas). 

Típicamente la concentración en las plantas es entre 0,01 y 1 mg L-1, sin embargo, 

en plantas marchitas la concentración puede incrementarse hasta 40 veces. El ácido 

abscísico se encuentra en todas las partes de la planta, sin embargo, las 

concentraciones más altas parecen estar localizadas en semillas y en frutos jóvenes 

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 

abscisión de las hojas y de la dominancia, inhibe la síntesis de ARN, promueve el 

cierre estomático. Se utiliza en casos muy especiales, como por ejemplo para 

estimular la sincronización de la embriogénesis somática en ciertos cultivos 

(González 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 raíz primaria en los 

vegetales, tomando como referencia Arabidopsis thaliana L y creando mutantes 

sensible e insensibles para inhibición del crecimiento de la raíz primaria frente a ABA 

(Ren et al., 2010; Wang et al., 2011; He et al., 2012).  

e. Etileno 

El etileno (C2H4), 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 abscisión, no fue sino hasta la década del 60 

del pasado siglo que se empezó a aceptar como una hormona vegetal. 

El etileno parece producirse por todas las partes de las plantas superiores, y la tasa 

varía con el órgano y tejido específico y su estado de crecimiento y desarrollo. Se 

encontró que las alteraciones en la tasa sintética están asociadas al desarrollo de 

ciertas respuestas fisiológicas en plantas y sus secciones, por ejemplo, la 

maduración 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 maduración, abscisión, senescencia, dormancia, floración y 

otras respuestas (Harper et al., 2000, Rahman et al., 2002, Swarup et al., 2002, 

Alonso et al., 2003).  

f. Brasinoesteroides y sus análogos 

Los brasinoesteroides están considerados desde 1997 como la sexta clase de 

hormonas vegetales. En la actualidad la brasinólida (Figura 1), junto con otros 58 

compuestos similares estructuralmente se agrupan en esta familia (Bajguz y Hayat, 

2009). 
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Figura 1. Estructura de la brasinólida (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). 

Según Núñez et al., (2013), son compuestos de un grupo de polihidroxiesteroides 

que existen naturalmente y que son derivados del 5  colestano, estimulantes del 

crecimiento de las plantas. Estos reguladores además 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 órganos, en el polen, las hojas, las 

yemas, las flores y las semillas en proporciones y formas diferentes (Seeta et al., 

2002). Son identificados químicamente más de 50 brasinoesteroides de fuentes 

vegetales y la brasinólida es la que posee mayor actividad biológica. 

El Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Química de la Universidad 

de La Habana, trabaja en la síntesis de análogos de brasinoesteroides (MH5, 

Biobras-6, Biobras-16, entre otros), estos constituyen nuevas sustancias reguladoras 

de producción nacional, capaces de influir en varios procesos fisiológicos en el 

vegetal, como la elongación y división celular y también involucran respuesta en las 

plantas a estrés abióticos (Núñez et al., 2010). 

Los análogos de brasinoesteroides también se emplean en la biotecnología agrícola 

cubana, por ejemplo García et al., (1997), empleó formulaciones conocidas como 

Biobras-6 y MH-5, evidenció que estimuló la formación de callos en café (Coffea 
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canephora cv. ´Robusta´) en sustitución de la citoquinina 6-BAP. Posteriormente, en 

los últimos años existe bastante información sobre el empleo de estas sustancias en 

los protocolos de micropropagación de cultivos de reproducción agámica 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 

análogos a nivel mundial, es muy probable en breve tiempo se pueda esclarecer sus 

mecanismos y modo de acción en los tejidos vegetales. 

2.6 Otras sustancias empleadas como reguladores del crecimiento 

La tendencia actual de la biotecnología agrícola, es la búsqueda de sustituyentes de 

origen biológico y/o químico en la optimización de los medios de cultivo con vistas a 

mejorar la eficiencia económica 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 micropropagación de las diferentes especies vegetales. (González et 

al., 2004; Hernández et al., 2010; Izquierdo, 2013). Entre estas sustancias de 

producción nacional, empleadas en la biotecnología vegetal se encuentran: 

2.6.1 Biopreparados bacterianos 

Actualmente, diferentes laboratorios en el mundo están encaminados en la búsqueda 

de soluciones alternativas en la utilización 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 colonización de las raíces 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 obtención de altos rendimientos de las cosechas, sin la utilización de 

altas concentraciones de productos químicos con efectos nocivos (Hassan et al., 

2010).  

En este sentido, algunos grupos de investigadores cubanos trabajan en la búsqueda 

de algunas rizobacterias y muy en particular las asociadas al maíz (Zea mays L) y 

trigo (Triticum aestivum L), en diferentes regiones del país (Hernández 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 más de 20 cepas de 

Burkolderia cepacia (Hernández et al., 2004; Torriente, 2010).   

El empleo de estas cepas de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal, 

originó un bioproducto que induce resistencia a lo largo del ciclo de desarrollo de la 

planta y también se apreció los efectos de estimulación del crecimiento del sistema 

radical, así como de la germinación en ciertas especies vegetales. Cabe destacar, 

una clara mejoría de la productividad en los cultivos de maíz (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 propagación masiva de plantas (González et al., 2007).  

2.6.2 Liplant y Biostan 

Diferentes productos fueron obtenidos a partir del humus líquido 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 nutrición de las plantas, 

teniendo en cuenta que son productos derivados del humus de lombriz, aportan 

nutrientes en forma inorgánica, que por difusión entran al tejido de la planta; además, 

contiene fracciones de sustancias promotoras del crecimiento con los que se han 

obtenido resultados satisfactorios en la propagación in vitro del plátano macho (Díaz 

et al., 2004, Héctor et al., 2005, Tirado y Cabañas, 2012), obtención de callos de 

arroz (Godoy et al., 2006) y en la aclimatización de vitroplantas de piña (Chea et al., 

2004).  

2.6.3 Fitomás E 

FitoMás-E es un nuevo derivado de la industria azucarera cubana que actúa como 

bionutriente vegetal con marcada influencia antiestrés, creado por el Instituto Cubano 

de Investigaciones de los Derivados de la Caña de Azúcar (ICIDCA) y el Instituto 

Nacional de Investigaciones de la Caña de Azúcar (INICA) en el marco de los 

programas para incrementar los rendimientos de las áreas cañeras del Ministerio del 

Azúcar de Cuba (Montano, 2007). Tiene su efectividad en más de 40 cultivos de 

valor económico al contrarrestar el déficit nutricional de las plantas, así como los 
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efectos de la sequía, el exceso de humedad, ataques de plagas y la fitotoxicidad por 

agroquímicos y otros (Zuaznábar, 2008). 

Su efectividad quedó 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 sequía y sin riego (Viñals et al., 2011). Esta sustancia también 

comienza a emplearse en la propagación 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 estático, 

tiene función mecánica y protectora, así mismo actúa como una matriz extracelular 

que interactúa con las proteínas de la superficie celular aportándole información 

sobre su posición y grado de desarrollo (Cosgrove, 1997). Ésta contiene numerosas 

enzimas y pequeñas moléculas que son biológicamente activas y que pueden 

modificar sus propiedades físicas 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 polisacáridos de la pared celular) son mensajeros químicos, con 

propiedades reguladoras específicas (Cabrera, 2000). Las oligosacarinas se 

desprenden de la pared celular por la acción enzimática, además de su función como 

reguladores de los distintos mecanismos de defensa en plantas (Ferrari, 2007; 

Hématy et al., 2009; Galletti et al., 2011; Cervone, 2012), también  actúan como 

reguladores de distintos procesos de crecimiento y desarrollo de la morfogénesis de 

las plantas, regulan la síntesis y acción de las hormonas y distintos procesos de la 

organogénesis celular (Cabrera et al., 2003; Costales et al., 2007; Savatin et al., 

2011). 

La mayoría de los múltiples polisacáridos que componen la pared celular de las 

plantas, su compleja estructura y proporciones dependen principalmente del estado 

de diferenciación de la célula, la especie y del cultivar en estudio. Los más 

abundantes en las paredes celulares vegetales son celulosa, hemicelulosas y las 

pectinas. 
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Las oligosacarinas son oligosacáridos solubles, producidos por la degradación 

parcial de los polímeros constituyentes de la pared celular y son activos 

biológicamente a muy bajas concentraciones, lo cual caracteriza a este grupo de 

biomoléculas en una nueva jerarquía hormonal (Enríquez et al., 2010).  

Según Bosco et al. (2001), los ácidos poligalacturónicos son polisacáridos 

gelificantes que constituyen una fracción homogénea de las pectinas que se localizan 

en la matriz extracelular de los tejidos más jóvenes de los frutos, y normalmente 

exhiben un grado de esterificación variable, generalmente las estructuras consisten 

en residuos de ácidos poli-α-(1-4)-galacturónico parcialmente metilados, pero con 

áreas parcialmente ramificadas de secciones alternadas de α-(1-2)-L-ramnosil y α-

(1-4)-galacturonosil, los cuales contienen ramificaciones en la mayoría 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 ácido 

D-glucurónico. 

El anillo piranósido del ácido D-galacturónico aparece en la conformación de silla 4C1 

correspondiente a su forma más estable. Los enlaces glicosídicos en los carbonos 

uno (C-1) y cuatro (C-4) en la posición axial-axial y el número de residuos de D-

galacturonatos que contiene el oligosacárido define su grado de polimerización 

(Schools et al., 1995) (Figura 2).  
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Figura 2. Estructura general de los oligogalacturónidos (Cita Izquierdo, 2013). 

Según Monsoor (2005), el grado de polimerización de los oligogalacturónidos es el 

factor estructural de mayor significación en la definición de su función biológica. La 

mayoría de los estudios de dependencia estructura–actividad evidencian que un 

grado de polimerización igual a nueve es el tamaño mínimo de los oligómeros 
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biológicamente activos. Sin embargo, los fragmentos pécticos con grado de 

polimerización mayor de 16 presentan actividad biológica, pero esos tienen poca 

movilidad en el apoplasto, por lo que tienen menor importancia como moléculas 

señalizadoras.  

La interacción de los oligogalacturónidos con la membrana citoplasmática provoca 

que esta se despolarice, influye en la entrada de Ca2+ y la salida de K+ de la célula, 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), fosforilación de las proteínas de 

la membrana y/o en la activación de fosfolipasas y por consecuencia, según la 

respuesta celular se active uno o más genes. Por ejemplo estudios en la defensa 

contra patógenos en Arabidopsis thaliana L, se observó que la expresión del gen 

PAD 3 fue inducida por estrés oxidativo que produjo una sobreproducción de 

peróxido de hidrogeno (H2O2) al aplicar oligogalacturónidos a hojas previamente 

inoculadas con el hongo Botrytis cinerea L (Ferrari et al., 2007). 

La producción de ROS, el H2O2 y los radicales de oxigeno (O2-), son respuestas 

comúnmente denominadas explosiones oxidativas y ocurren en un corto período de 

tiempo después de la adición de los oligogalacturónidos (Galletti et al., 2009), lo cual 

se demostró por varios autores en diferentes cultivos, entre ellos uva (Vitis vinífera 

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 fosforilación de las proteínas de la membrana y/o en la activación 

de fosfolipasas. En estudios realizados en Arabidopsis thaliana L, esta señalización 

comienza con una cascada provocada por la fosforilación de las MAPKs (mitogen de 

proteínas kinasas) inducida por la acción de la proteína AtPhos43, que finalmente 

activa una variedad de respuestas relacionadas con la defensa, la producción y 

acumulación de ROS, inducción de fitoalexinas y otros metabolitos secundarios, 

señalización 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 

proteínas quinasas MPKs activadas por patógenos y oligogalacturónidos (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 oligogalacturónidos (De Lorenzo et al., 

2011). Esta es una proteína quinasa transmembrana que contiene un dominio 

citoplasmático serina/threorina (Ser/thr) y un dominio extracelular en contacto con el 

fragmento de pectina de la pared celular. Los estudios permitieron confirmar cinco 

aminoácidos específicos involucrados con dímeros y multidímeros del 

homogalacturónido y la presencia de un dominio dentro del dominio extracelular de 

WAK 1, que influye en la transducción de señales (Brutus et al., 2010).  

Generalmente, los oligogalacturónidos con un grado de polimerización entre 10 y 16 

moléculas de ácido galacturónido son los de mayor actividad biológica. Entre estos 

oligosacáridos, no se informa efectos sinérgicos ni antagónicos en la actividad 

biológica, por lo que diferentes autores aceptan como válido utilizar en sus trabajos 

de investigación mezclas de estos compuestos (Bellincampi et al., 1995; Izquierdo et 

al., 2009; Terry et al., 2011) y otros prefieren emplear oligogalacturónidos puros 

(Denoux et al., 2008; Galletti et al., 2009). 

Ciertos oligosacáridos fragmentados enzimáticamente por la acción de la celulasa a 

partir de xiloglucano (XG) in vitro, actúan como reguladores del crecimiento. El primer 

oligosacárido 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 comprobó que la actividad antiauxínica del XG9 es 

absolutamente dependiente del residuo de glucosa terminal y que oligosacáridos 

similares al XG9, pero carentes de dicho residuo, no poseían actividad antiauxínica 

(Cote y Hahn, 1994).  

Savatin et al., (2011) demostraron en Arabidosis thaliana L, que aplicaciones 

exógenas de oligogalacturónidos inhibieron la formación de raíces adventicias ante la 

presencia de la auxina (ácido indolacético); los autores concluyeron que, la 

aplicación de los oligogalacturónidos no involucran la estabilización de represores de 

respuesta de la auxina (AIA) o disminuye los niveles del receptor transcripcional a 

través de la acción de los microRNAs. También se demostró la respuesta rápida de 

un grupo de genes que son expresados ante la presencia de estas hormonas, 

considerándolos genes marcadores para las auxinas. Ademas, que la inhibición de la 



28 

 

respuesta de la auxina por los oligogalacturónidos, no requiere señales del etileno, 

ácido jasmónico, ácido salicílico y es independiente de la producción de ROS o el 

silenciamiento post-transcripcional de genes (Savatin et al., 2011; Cervone, 2015). 

En Cuba, el grupo de Oligosacarinas del Departamento de Fisiología y Bioquímica 

Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), trabajó en la obtención 

de oligogalacturónidos con actividad en la morfogénesis in vitro, a partir de la 

degradación enzimática de la pectina de la corteza de los frutos cítricos (Cabrera y 

Gutiérrez, 1995). Finalmente, se obtuvo el Pectimorf®, cuyo principio activo es una 

mezcla de oligogalacturónidos de origen péptico con grado de polimerización entre 9 

y 16 (Cabrera, 2000). 

Los resultados de diversos autores (González et al., 2004; Suárez et al., 2006; 

Hernández et al., 2009; Hernández 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 mayoría de los 

casos, se obtienen resultados superiores. La capacidad de esta mezcla de 

oligogalacturónidos para inducir y desarrollar el enraizamiento, estimular el 

crecimiento de los callos, catalizar la degradación 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 biotecnología vegetal cubana. 

2.7 Empleo del Pectimorf® en el cultivo de téjidos vegetales 

Las concentraciones óptimas de Pectimorf® en los medios de cultivo para obtener 

una respuesta biológica satisfactoria oscilan entre 1 y 10 mg L-1. 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 

regeneración de la pared celular, división y posterior formación de colonias celulares, 

se vió favorecida con 1 mg L-1 del producto (Diosdado, 1997). En protoplastos de 

mesófilos de hojas el oligopectato, a la concentración de 10 mg L-1, mostró una 
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mayor capacidad elicitora de la actividad de la fenilalanina amonio-liasa (PAL) con un 

efecto máximo a las 8 horas (Diosdado et al., 1998).   

Cevallos et al. (1998), en el cultivo del cafeto (Coffea canephora cv. ´Robusta´), 

determinaron porcentajes de germinación superiores al 90 % y la conversión de los 

embriones somáticos a vitroplantas fue mayor del 44 %, cuando se combinó el 

Pectimorf® con AIB y kinetina. La formación de hojas verdaderas y raíces fueron 

superiores en la combinación del oligopectato con la kinetina, mientras que la 

formación de embriones secundarios fue mayor al utilizarse el producto solo. 

Moré (2000) advirtió que la concentración empleada del oligopectato Pectimorf® (10 

mg L-1) contribuyó, en gran medida, a la movilización de las citoquininas endógenas 

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-1); en cambio, cuando 

se utilizaron combinaciones de Pectimorf® y 6-BAP, favoreció el desarrollo y 

crecimiento celular de los explantes, observándose un marcado incremento en la 

callogénesis (Plana et al., 2003). 

Díaz et al., (2004) y Pinzón (2004) utilizaron esta mezcla de oligogalacturónidos 

(Pectimorf®) a la concentración de 10 mg L-1, en la propagación in vitro de un cultivar 

de plátano AAB y banano ´FHIA-18´ (Musa spp. AAAB), respectivamente donde se 

observó su efecto positivo sobre algunos indicadores del crecimiento en las fases de 

establecimiento, proliferación, enraizamiento in vitro, así como en el coeficiente de 

multiplicación.  

En la micropropagación acelerada de dos especies de orquídeas 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 germinación, la altura y el desarrollo radical de las vitroplantas provenientes de los 

medios que contenían dosis de 5 mg L-1 del producto (Suárez et al., 2006).  

Hernández et al., (2006) utilizó una mezcla de oligogalacturónidos en los 

componentes del medio de cultivo para la micropropagación de la malanga 
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(Colocasia sp.) cv. ´Camerún 14´. Al adicionar el Pectimorf® a las concentraciones de 

5 y 10 mg L-1 al medio de multiplicación, los autores demostraron que se incrementó 

significativamente el número de brotes y la altura con respecto al testigo.  

En la micropropagación de la piña (Ananas comosus L.), Moya et al., (2006), 

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

del crecimiento, reflejando que el tratamiento que contenía la dosis de 10 mg L
-1 

de 

Pectimorf® fue el que mejor se comportó para los indicadores número de brotes y 

número de hojas por planta.   

Cid et al. (2006) demostraron el efecto sinérgico del Pectimorf® con AIA, que 

repercutió en el incremento del porcentaje de germinación de cápsulas de semilla 

artificial de caña de azúcar (Sacharum officinarum L.), sin reacción en la interacción 

del oligosacárido con la giberelina, aunque en el tratamiento donde se combinaron el 

Pectimorf® con ambos reguladores del crecimiento (AIA y GA3) fue donde se logró el 

mayor número de plantas.  

En igual cultivo, Nieves et al. (2006) demostraron que la combinación de 5 mg L-1 de 

Pectimorf® con 1,5 mg L-1 de 2,4 D, tuvo un efecto positivo sobre la formación de 

embriones, favoreciendo el número de embriones por gramo de tejido y la 

homogeneidad de estos en los estadios más avanzados de desarrollo.  

En la propagación in vitro de Spathiphyllum sp, (Hernández, et al., 2009) observaron 

que el tratamiento consistente en la reducción del 6-BAP a la mitad de la 

concentración a utilizar en el medio control (0,5 mg L-1) y la adición de 10 mg L-1 de 

Pectimorf® produjo la mayor cantidad de brotes en las plantas.  

Hernández et al. (2010) logró el establecimiento de una línea celular embriogénica a 

partir del cultivo de óvulos fecundados de mandarina (Citrus reshni Hort. ex Tan.) cv. 

´Cleopatra´, donde el Pectimorf® 10 mg L-1 resultó el mejor tratamiento para la 

obtención de embriones somáticos en este cultivar.  

Izquierdo (2013) demostró que la inmersión de las raíces de las vitroplantas de 

banano (Musa spp.) del cultivar ´FHIA-18´ durante 15 minutos antes de su plantación 

con Pectimorf® y la aspersión foliar a la concentración de 1mg L-1 15 días después de 

la plantación con igual producto, incrementó la supervivencia de las plantas en un 8 

% aproximadamente con respecto al control; todas las plantas en las que se utilizó el 
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oligogalacturónido presentaron mayor altura, número de hojas y menor contenido de 

prolina foliar. La aplicación de esta sustancia péctica en las fases iniciales del 

crecimiento de las vitroplantas durante la fase de aclimatización, proporcionó una 

mejor adaptación a las condiciones ex vitro. 

En la micropropagación 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 contenían dosis de 5 mg L-1 del producto, lo cual permitió la formación de 

vitroplantas óptimas para la adaptación (Suárez et al., 2013). 

Los ejemplos anteriores nos demuestran las potencialidades de esta mezcla para ser 

empleada como regulador del crecimiento en los protocolos de propagación in vitro 

de diferentes especies vegetales, lo cual mejora la eficiencia económica de las 

técnicas biotecnológicas 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 fenómeno puede influenciarse por diversos factores entre 

los cuales se mencionan los siguientes: genotipo, método y medio de cultivo, número 

de subcultivo y factores ambientales (Azofeita, 2006).  

Los métodos más empleados para evaluar la estabilidad genética de las plantas 

originadas por el cultivo de téjidos son los citogenéticos (Castilla et al., 2009), los 

isoenzimáticos (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 división 

celular (Portieles et al., 2004). La estimación se realiza, generalmente, mediante el 

conteo de cromosomas, en cortes microscópicos preparados a partir de las puntas 

de raíces en crecimiento activo (Román, 2004). 
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Otros autores comentan, que los estudios citogenéticos permiten detectar 

alteraciones del número cromosómico o nivel de ploidía (Portieles et al., 2002; 

Román et al., 2006), los cuales pueden ser más confiables que los 

morfoagronómicos, ya que no están sujetos a una marcada influencia ambiental 

(Dueñas et al., 2004).  

Las técnicas electroforéticas hacen posible el estudio de la variación genética y las 

similitudes y diferencias entre organismos en cuanto a la composición enzimática o 

proteíca (González, 2002). Medina et al. (2003), realizaron estudios de estabilidad 

genética en plantas de yuca regeneradas a partir de embriones somáticos 

comparados con la organogénesis como control, y concluyeron que el número 

cromosómico y los zimogramas de ocho sistemas isoenzimáticos permanecieron 

estables.  

Las isoenzimas peroxidasas intervienen en la biosíntesis de los componentes de la 

pared celular y la diferenciación celular. Son consideradas marcadores bioquímicos 

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 polimórficas. 

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 González (2002) y González et al. (2004), con el objetivo 

de detectar la posible variabilidad genética inducida por las técnicas del cultivo in 

vitro en la yuca, encontraron pequeñas diferencias en los patrones electroforéticos 

para el sistema isoenzimático peroxidasas en el cultivo de meristemos y la 

embriogénesis somática, por ejemplo, en el caso del cultivar „CMC-76‟, el zimograma 

mostró siete bandas en total, que estaban presentes en las plantas obtenidas por 

embriogénesis somática 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 podría emplearse como marcador genético para 

diferenciar cultivares de yuca.  



33 

 

Las tecnologías de marcadores basados en el ADN revolucionaron el conocimiento 

genético a partir de los años 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 fisiológico de la planta (Azofeita, 2006). Entre los 

marcadores moleculares basados en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (en 

inglés PCR) se encuentran los microsatelites, AFLP y RAPD.  

La amplificación aleatoria de ADN polimórfico, más 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 reacción son secuencias arbitrarias de ADN 

sintético. Es una de las técnicas más versátiles desde que se desarrolló en el año 

1990 (Demey et al., 2003). 

En plátano cultivar ´Nanjanagudu Rasabale´(AAB) se encontró que de los 50 

iniciadores que se analizaron por la técnica de RAPD, todas las bandas eran 

monomórficas y que no había variabilidad genética entre las plántulas que se 

analizaron cuando se obtuvieron en un medio modificado con 6-BAP (22,4 µM) y 

Kinetina (4,65 µM) (Venkatachalam et al., 2007). También González et al., (2007) 

obtuvieron un 100% de monomorfismo en plantas de boniato (Ipomea batatas L), cv. 

´INIVIT B 93-1´ propagadas mediante embriogénesis somática 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 demostró homogenidad genética en los propágulos que se 

regeneraron en comparación con las plantas madres cuando se realizo el análisis 

mediante RAPD (Tyagi et al., 2007).  

Esta técnica de marcador molecular (RADP), es una de las más empleadas para 

caracterizar y evaluar la variabilidad genética existente en los bancos de 

germoplasma, por ejemplo en la caracterización 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), así mismo, los RAPDs han sido usados para el estudio de la diversidad 

genética de pequeños 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 años 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, fácil 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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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

El experimento con Arabidopsis thaliana se desarrolló en el Departamento de 

Biología y Biotecnología "Charles Darwin" de la Universidad "La Sapienza", Roma, 

Italia y los estudios moleculares en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología 

(CIGB), La Habana, Cuba. El resto de las investigaciones se realizó en el Laboratorio 

de Biotecnología del Departamento de Genética y Mejoramiento de Plantas, del 

Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), ubicado en el municipio San José de 

Las Lajas, provincia Mayabeque, Cuba.  

Aspectos generales 

La cristalería y accesorios, así como otros utensilios como pinzas y bisturíes que se 

emplearon para la manipulación de los explantes se esterilizaron a 180 0C durante 

una hora en estufa marca MEMMERT (Alemania). En cabina de flujo laminar marca 

ESI FLUFRANCE (Francia), las pinzas y bisturíes se colocaron en alcohol al 95 % y 

flameados en mechero de gas, dejándose refrescar antes de utilizarse nuevamente.  

Condiciones de cultivo 

El pH de los medios de cultivo se ajustó a 5,7±0,05 previo a la adición del agar. La 

esterilización de los medios de cultivo se llevó a cabo en autoclave, durante 20 min a 

121 0C con 1,5 kg cm-2 de presión. El material vegetal se colocó en cámara de 

crecimiento con temperatura de 25±2 0C, humedad relativa de 80-90 % y luz artificial 

con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8h oscuridad, con una intensidad luminosa de 20 

µmol m-2 s-1, con el empleo de lámparas de tubos fluorescentes.  

Análisis estadístico 

Se utilizó un diseño completamente aleatorizado y los datos de las variables en 

estudio se procesaron estadísticamente mediante un Análisis de varianza de 

clasificación simple (ANOVA completamente aleatorizado). Las diferencias 

estadísticas entre las medias de los tratamientos se docimaron por pruebas de 

Duncan. Para el procesamiento de los datos se utilizó el paquete estadístico SPSS 

versión 10.  

Material Vegetal 

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

cultivares comerciales ´CMC-40´ y ´Señorita´ 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 número 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 producción y presentan características 

contrastantes en cuanto a ciclo, productividad y otros caracteres agronómicos; 

´CMC-40´, uno de los más extendidos en Cuba, se destaca por su productividad y 

ciclo corto y el cultivar ´Señorita´ por su excelente calidad culinaria y ciclo más largo 

que ´CMC-40´ (INIVIT, 2004). 

3.1 Evaluación de la interacción auxina/Pectimorf® 

Para determinar el efecto de Pectimorf® sobre la expresión de los genes IAA-5 y 

SAUR-16 en presencia de las auxinas AIA y ANA, se tomó A. thaliana como modelo 

biológico. 

Semillas del cultivar ´Columbia-0´ (Col-O) se desinfectaron y colocaron en placas 

multipozos que contenían medio líquido con sales de MS (Murashige y Skoog, 1962), 

con 50 mg L-1 sacarosa y pH ajustado a 5,5±0,05. Se utilizó 10 semillas en 1 mL de 

medio por pozo. El material vegetal se colocó en cámaras de cultivo a 22 oC de 

temperatura y luz artificial con un fotoperíodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad y una 

intensidad luminosa de 20 µmol m-2 s-1.  

Se emplearon como reguladores del crecimiento AIA y ANA, y los 

oligogalacturónidos Pectimorf® con grado de polimerización (GP) entre 9 y 16 

procedente del Laboratorio de Fisiología y Bioquímica Vegetal, Mayabeque, Cuba y 

el empleado internacionalmente purificado (O), con GP 10 y 15 procedente de la 

Universidad La Sapienza, Departamento de Genética y Biotecnología “Charles 

Darwin”, Roma, Italia, ambos a igual concentración (10 mg L-1). 

A los 10 días, se tomaron cinco plántulas para el primer experimento que tuvo como 

objetivo determinar el efecto de los oligogalacturónidos en presencia de AIA sobre 

los niveles de transcripción de los genes IAA-5 y SAUR-16 (Tabla 3). Las restantes 

plantas se emplearon en el segundo experimento, en el que se incluyó el ANA (Tabla 

4). 
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Tabla 3. Tratamientos para la evaluación de la interacción de la auxina AIA / OG. 

Experimento 1.  

 

Tratamientos Concentración 

Agua (H) - 

Ácido indolacético (I) 0,02 mg.L-1 

Oligogalacturónido purificado (O) 10,00 mg.L-1 

Pectimorf® (P) 10,00 mg.L-1 

AIA +  Oligogalacturónido purificado (I+O) 0,02 mg.L-1 + 10,00 mg.L-1 

AIA + Pectimorf® (I+P) 0,02 mg.L-1 + 10,00 mg.L-1 

 

Tabla 4. Tratamientos para la evaluación de la interacción de las auxinas AIA y 
ANA / OG. Experimento 2. 

 

Tratamientos Concentración 

Agua (H) - 

Ácido indolacético (I) 0,02 mg.L-1 

Ácido  naftalenacético (A) 0,02 mg.L-1 

Oligogalacturónido purificado (O) 10,00 mg.L-1 

AIA +  Oligogalacturónido purificado (I+O) 0,02 mg.L-1 + 10,00 mg.L-1 

ANA +  Oligogalacturónido purificado (A+O) 0,02 mg.L-1 + 10,00 mg.L-1 

Se recolectaron las plantas provenientes de cada experimento en tubos de 

microcentrífuga de 1 500 µL. Luego se conservaron en nitrógeno líquido y se 

mantuvieron en ultra-congelador hasta su procesamiento. 

La extracción del ácido ribonucleico (ARN) se realizo macerando en frio las plántulas 

y empleando Isol-RNA lysis reagent (5-Prime, Hamburg, Germany). El cual se trató 

con RQ1 DNasa (Promega). El ADN complementario (cDNA) se sintetizó con el 

empleo de ImPro-II transcriptasa reversa (Promega), según las instrucciones del 

proveedor.  

En el primer experimento, se determinó la expresión de los niveles de transcripción 

de los genes IAA5 y SAUR16 por el empleo de la Reacción 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 determinó la expresión de los niveles de 

transcripción de iguales genes (IAA5 y SAUR16) por cuantificación relativa de la 
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Reacción en cadena de la polimerasa (qRT-PCR), según el método de Galletti et al. 

(2011).  

La extensión de los genes se efectuó a partir de 1,5 µL de la mezcla de ADN 

complementario (ADNc) con 5 µL de tampón 10x PCR, 2,0 µL MgCl2 (50 mM), 0,8 µL 

de dNTP´s (10 mM), 5 pM  de cebador Sentido, 5 pM de cebador Antisentido, 1 µL de 

Taq polimerasa (Invitrogen) y 38,5 µL de agua ultrapura. En ambos experimentos, se 

utilizó como control positivo y para comprobar la ausencia de carga diferencial en el 

gel, el gen UBIQUITIN 5 (UBQ 5). 

La amplificación se produjo en un termociclador marca Progene, mediante el 

siguiente programa de amplificación: un ciclo inicial de desnaturalización a 94 0C por 

20 s, seguido por 28 ciclos del bloque siguiente: 94 0C por 20 s, 58 0C por 30 s y 72 

0C por 5 min. Luego se realizó un paso de extensión final a 72 0C por 5 minutos.  

Los productos de la PCR, se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % 

(m/v), en solución tampón Tris-ácido acético- EDTA (TAE) y se contrastaron con 

bromuro de etidio (2,5 µg L-1) para su visualización en el trasiluminador de luz 

ultravioleta (Bioblock Scientific, Francia). El experimento se repitió dos veces con 

similares resultados.  

El análisis de qRT-PCR se realizó mediante el uso de un Sistema de Tiempo Real 

CFX96 (Bio-Rad). El ADN complementario (correspondiente a 50 ng de RNA total) se 

amplificó en una mezcla de reacción 30 mL que contenía 13 GoTaq Real Sistema 

Time PCR (Promega) y 0,4 mM de cada cebador. Tres repeticiones técnicas se 

realizaron para cada muestra y el análisis de los datos se realizó utilizando software 

LinRegPCR.  

3.2 Efecto de Pectimorf® sobre las diferentes fases de la micropropagación de 

la yuca 

3.2.1 Crecimiento de ápices in vitro 

Estacas de 15-20 cm de longitud de plantas adultas de los dos cultivares y se 

plantaron en macetas de 850 cm3, las cuales contenían un sustrato compuesto por 

una mezcla en volumen de 25 % de materia orgánica y 75 % de suelo Ferralítico 

Rojo compactado (Hernández et al., 2005), en una relación 1:3 v/v. Las 

características químicas del sustrato se muestran en el Anexo 1. Los brotes crecieron 
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sobre las estacas en umbráculo con estructura metálica, paredes de tela antiáfidos, 

techo de nylon con cubierta de malla negra de polipropileno (30 % de sombra) y piso 

de cemento. El riego se realizó 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 días 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 desinfección. En 

cabina de flujo laminar se realizó la extracción e implantación de los ápices 

meristemáticos, de acuerdo al procedimiento descrito por Medero (2006). 

A 250 plantas in vitro de 21 días de edad, se les extrajo el ápice meristemático de 

0,8-1,0 mm de longitud con el empleo de un estéreo-microscopio CARLZEISS con 

una magnificación de 4X y con 20 mL del medio basal semisólido empleado 

tradicionalmente, que contenía las sales de MS (Murashige y Skoog, 1962), 1 mg L-1 

de tiamina, 100 mg L-1 de mioinositol, 20 g L-1 de sacarosa y 6,5 g L-1 de agar como 

agente gelificante. Como reguladores de crecimiento se utilizaron 0,02 mg L-1 de 

ANA, 0,04 mg L-1 de 6-BAP y 0,05 mg L-1 de ácido giberélico (AG3). Se emplearon 

diferentes concentraciones de Pectimorf® (5, 10 y 15 mg L-1) en sustitución y como 

complemento del ANA y 6-BAP, además se utilizó 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 AG3. La tabla 5 muestra las 

características de cada tratamiento.  

Al cabo de los 21 días, a 10 explantes por tratamiento, se les realizaron las 

siguientes evaluaciones:  

 altura de las plántulas (cm): utilizando regla graduada se midió desde la base 

del tallo hasta la parte superior del ápice,  

 número de hojas: mediante el conteo individual de las hojas en cada 

vitroplanta,  

 número de raíces: conteo individual de raíces totales por vitroplanta,  

 coloración de los brotes: mediante código de colores hexadecimal disponible 

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

nombres.html). 

http://www.disfrutalasmatematicas.com/numeros/hexadecimales-colores-nombres.html
http://www.disfrutalasmatematicas.com/numeros/hexadecimales-colores-nombres.html
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Tabla 5. Tratamientos a emplear para el establecimiento in vitro de ápices de 
yuca, cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´.  

Tratamientos ANA 

( mg.L-1) 

AG3 

( mg.L-1) 

6- BAP 

( mg.L-1) 

Pectimorf® 

(mg.L-1) 

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 plántulas con 

30 días de edad, establecidas in vitro y provenientes del medio control del 

experimento anterior. La implantación de los segmentos nodales se realizó en tubos 

de ensayo (25 X 150 mm) con 20 mL de medio sólido bajo cámara de flujo laminar.  

Se utilizó el medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) con reducción de 

microelementos y macroelementos al tercio de la concentración, 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-1) 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 
( mg.L-1) 

Pectimorf® 
( mg.L-1) 

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 días posteriores a la implantación se evaluaron las siguientes variables: 

altura de la planta (cm), número de hojas, número de raíces, longitud de las raíces 

(cm), número de entrenudos y masa fresca (g). Se peso la parte aérea de las 

vitroplantas en balanza analítica marca Sartorius (Francia). Se tomaron 10 plántulas 

por tratamiento.  

3.2.3 Número de subcultivos de yemas axilares 

Como material de partida se tomaron segmentos nodales de la zona central de 

plántulas con 30 días de edad establecidas in vitro y provenientes del mejor 

tratamiento del epígrafe anterior.  

La implantación de los segmentos nodales se realizó en cámara de flujo laminar y se 

colocaron de forma vertical en frascos de cristal de 7,0 cm de altura x 4,5 cm de 

diámetro.  

Se utilizó 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-1 de 

Pectimorf®) (Tabla 7), utilizándose iguales tratamientos hasta el cuarto subcultivo, 

con un periodo de 21 días 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 

evaluó la altura de las plantas (cm), número de hojas, número de raíces, longitud de 

las raíces (cm) y número 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 
( mg.L-1) 

Pectimorf® 
( mg.L-1) 

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

3.2.4 Aclimatización de las vitroplantas  

Para evaluar el efecto de Pectimorf® en la aclimatización de vitroplantas de yuca se 

utilizaron plántulas de 30 días de edad con una altura entre 5 y 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 ubicación que las 

características referidas en epígrafe 3.2.1. Se les colocó un frasco de cristal sobre la 

parte aérea durante los 10 primeros días de aclimatización para disminuir la 

evapotranspiración en las plantas. El experimento se repitió tres veces en igual 

época de plantación (marzo-abril).  

Al cabo de los 12 días se seleccionaron 10 plantas del control y se asperjaron con 

Pectimorf® (1 mg L-1). Las 10 restantes se asperjaron con agua corriente (Figura 3). 

Se entregó por planta 2 mL de solución a las 10:00 am. 

 

Figura 3. Esquema empleado durante la aclimatización de las vitroplantas. 
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El riego se realizó por microaspersión mediante sistema de nebulizadores con una 

frecuencia de dos riegos (mañana y tarde) y una duración de 5 minutos cada uno, 

con esta frecuencia se garantizó la humedad relativa superior al 80 %. 

A los 45 días se evaluó 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/día).  

La tasa de crecimiento se estableció a partir de la fórmula sugerida por García 

(1997): 

 

Dónde: , altura de la planta a los 45 días; , altura inicial de la planta; , 

evaluación a los 45 días del experimento y , días al comenzar el experimento. 

Además, se determinó el diámetro del tallo de las plantas (ø mm) en su zona media, 

la masa fresca y seca de la parte aérea (g) y el número total de raíces 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 0C 

durante 72 h. Posteriormente se determino la masa en balanza analítica hasta masa 

constante.  

3.3 Efecto de Pectimorf® sobre la morfología y características genéticas de las 

plantas de yuca obtenidas por micropropagación 

3.3.1 Anatomía foliar y de las raíces de las plantas obtenidas  

 Anatomía foliar 

Se emplearon 10 vitroplantas de 21 días en cultivo in vitro de cada uno de los 

tratamientos que aparecen en la tabla 6, así como plantas con 35 días después de la 

aclimatización del tratamiento control y el mejor tratamiento en el que se aplicó 

Pectimorf®. 

Para extraer la epidermis de la superficie abaxial de la hoja se raspó la superficie 

contraria a observar, en la antepenúltima hoja, zona media y alejada del borde 

central. Esto permitió obtener una imagen de la distribución de los estomas y también 

observar aspectos de su estructura.  
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La lámina epidérmica de cada muestra se colocó en un portaobjeto y se añadió una 

gota de azul de toluidina 10 % (v/v), durante 5 min. Posteriormente se realizaron dos 

lavados de 5 min cada uno a la aplicación. Luego, seca la muestra se le adicionó una 

gota de glicerina y se colocó un cubreobjetos. Las muestras se observaron en un 

microscopio óptico con ampliación de luz (Zeiss K7, Alemania) y se fotografiaron con 

una cámara (Motic) acoplada al mismo. Las mediciones se realizaron sobre las 

microfotografías con el empleo del Programa Morfométrico Image J y se utilizó el 

instrumento de medición lineal. 

Para el conteo de estomas y células epidérmicas las lecturas se realizaron al 

microscopio óptico (Zeiss K7, Alemania) con una magnificación de 400x. Las 

mediciones de la longitud y el grosor de las células oclusivas con una magnificación 

de 1 000x (figura 4). Se tomaron un total de seis campos por planta para un total de 

60 campos por tratamiento. 

 

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

Para el conteo se incluyó el estoma cuando las dos células oclusivas estaban 

presentes. En el caso de las células epidérmicas, cuando las mismas tenía más de 

60 % en el área de la imagen. Posteriormente, se calculó el índice estomático (IE) 

según la fórmula sugerida por Wilkinson (1979): 
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Donde: IE, Índice estomático; NE, Número de estomas por campo de observación; 

CE, Número de células epidérmicas en el campo de observación. 

 Anatomía de las raíces  

Se utilizaron 10 vitroplantas de yuca de ambos cultivares luego de 35 días de la 

aclimatización. Se emplearon dos tratamientos, el control y el mejor tratamiento en el 

que se aplicó Pectimorf®. Se realizaron cortes transversales a todas las raíces 

engrosadas en fresco a mano y con un bisturí de hacer inoxidable.Las secciones 

transversales se tiñeron con azul de toluidina (10 %) y se montaron con glicerina. Las 

muestras se observaron en un microscopio óptico (Zeiss K7, Alemania) a 400x con 

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

3.3.2 Determinación del número cromosómico en ápices radiculares de plantas 

micropropagadas  

Se tomaron raíces procedentes de cinco plántulas de 21 días de plantadas de ambos 

cultivares (acápite 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 aplicó 

Pectimorf® (Tabla 8), a temperatura ambiente (27±2 0C) en frascos de cristal hasta 

observar la aparición de raíces.  

Tabla 8. Tratamientos empleados para la determinación del número cromosómico 
en yuca, en los cultivares ´CMC- 40` y ´Señorita` 

Leyenda Tratamientos Procedencia 

T1 Control (brotada en agua) Estacas  

T2 Control (Agua + Mejor tratamiento con 

Pectimorf®)   
Estacas  

T3 Medio Control Vitroplantas 

T4 Mejor tratamiento con  Pectimorf® Vitroplantas 
 

A los 15 días las raíces se trataron con una solución de 8-hidroxiquinolina al 0,02 % 

(m/v) durante 3 h. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se fijaron en una 

solución de etanol-acético (3:1). El tiempo de hidrólisis fue de 15 min en ácido 

clorhídrico 1N a 60 0C. A continuación se procedió a la tinción con hematoxilina de 

Gomory 1 % (m/v) a 60 0C durante 2 h (Román y Rodríguez, 1986). Los ápices 

radiculares de 1 cm se colocaron en portaobjetos con ácido acético al 45 % (v/v) para 
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la realización del aplastamiento. El conteo del número cromosómico se realizó en 20 

células por planta en cada tratamiento.  

Se empleó un microscopio óptico (Ortholux Leitz, Alemania) con cámara fotográfica 

acoplada (Orthomat, Leitz, Alemania). Las metafases fueron fotografiadas con una 

magnificación de 1 000 X. 

3.3.3 Estudios isoenzimáticos del material micropropagado  

Los extractos foliares se obtuvieron a partir de 1 g de hojas sanas de cinco plántulas 

de 30 días de edad de ambos cultivares (tomadas al azar). Las plantas provenían del 

segundo subcultivo y de cada tratamiento (Epígrafe 3.2.3); homogenizadas en frío 

con 1 mL de solución de sacarosa a 20 g L-1 en un mortero. Posteriormente se 

centrifugaron a 14 000 rpm a 4 oC durante 5 min en centrifuga refrigerada 

EPPENDORF 5804R (Alemania). Se extrajo el sobrenadante y se envasó en tubos 

de microcentrifuga de 1 500 µL y se conservaron a 5 0C hasta el momento de su 

análisis.  

La separación electroforética se llevó a cabo en gel de poliacrilamida (PAGE) al 10 % 

a una intensidad de corriente constante de 25 mA en cámara de electroforesis 

vertical Mighty Small II 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 utilizó una intensidad de 

corriente constante de 15 mA hasta que la banda migró al gel separador donde se 

incrementó la intensidad de corriente a 25 mA.  

Las tinciones específicas para los sistemas isoenzimáticos fueron Anhidrasas 

carbónicas (E.C.4.2.1.1) (González, 1989), Esterasas (E.C.3.1.1.1), Peroxidasas 

(E.C.1.11.1.7), Polifenoloxidasas (E.C.1.10.3.1) y Fosfatasas ácidas (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 solución 

de ácido acético glacial al 7 % (v/v).  

La posición relativa de cada banda (Rf) se estableció en base a la distancia media de 

migración obtenida, dividida entre la distancia de migración del frente de corrida. Los 

fenotipos isoenzimáticos se establecieron en cada variante al tener en cuenta el 
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número de bandas y posición de la banda de tinción en cada sistema isoenzimático 

que se evaluó.  

3.3.4 Análisis de marcadores RADPs en plantas micropropagadas  

El ADN genómico total de ambos cultivares (´CMC-40´ y ´Señorita´) se aisló de hojas 

de vitroplantas obtenidas del segundo subcultivo del tratamiento control y del 

tratamiento con Pectimorf® (10 mg L-1), se realizó por el método de CTAB propuesto 

por Dellaporta et al. (1993). La calidad del ADN extraído se verificó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % teñido con bromuro de etidio (5 mg mL-1) 

(Sambrook et al., 1989). La corrida se realizó en tampón TBE 1X a 110 V y 240 mA y 

las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador de luz UV. La 

concentración del ADN obtenido se midió en un espectrofotómetro NanoDrop (Inc. 

Wilmington, USA) y se ajustó con agua mili Q estéril a 50 ng µL-1. Las muestras se 

conservaron a 4 °C hasta su análisis. 

Las amplificaciones se desarrollaron en un volumen final de 25 µl que contenía: 50 

ng.µL-1 ADN génomico, 0,4 µM de cada cebador RAPD evaluado, 0,2 mM de la 

mezcla de dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 1X del tampón 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 amplificación: un ciclo inicial de desnaturalización 

a 94 0C por 30 s; seguido por 35 ciclos de tres pasos 92 0C por 1 min, 40 0C por 1 

min y 72 0C por 2 min y un ciclo de extensión final a 72 0C por 5 min. 

Tabla 9. Cebadores arbitrarios empleados en el experimento 

Iniciador 

Secuencia de bases 

nitrogenadas 

(5´             3´) 

Temperatura 

(
0
C) 

UBC-240 ATG TTC CAG G 30 

UBC-256 TGC  AGT CGA A 30 

UBC-259 GGT ACG TAT T 30 

UBC-262 CGC CCC CAG T 36 

UBC-268 AGG CCG CTT A 32 

UBC-270 TGC GCG  CGG G 38 

UBC-277 AGG AAG GTG C 32 

UBC-284 CAG GCG CAC A 34 
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Los productos de amplificación se visualizaron por electroforesis a 110 v y 240 mA 

en gel de agarosa al 1,5 % (m/v), con tampón 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 µg 

L-1) 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 tamaño de los 

fragmentos se estimó por comparación 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 monomórficas.  

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

4.1 Evaluación de la interacción auxina/Pectimorf® 

En la figura 6, se observa que la expresión de la actividad de los genes SAUR16 e 

IAA5 fue inducida después de 1 hora de añadida al medio de cultivo la auxina AIA (I), 

lo cual se reflejó en la aparición de la banda correspondiente. Cuando se añadió, 

tanto el oligogalacturónido internacional purificado (O), como Pectimorf® (P) en 

ausencia de la auxina, no hubo expresión apreciable de la actividad de dichos genes. 

Sin embargo, cuando ambos compuestos se encontraban en presencia del AIA, se 

apreció una disminución en la expresión de ambos genes, mas marcada sobre 

SAUR-16. º. 

 

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

Los resultados indicaron que Pectimorf® fue capaz de suprimir los niveles de 

transcripción de los genes IAA-5 y SAUR-16, cuando se empleó en concentraciones 

similares que el OG puro, lo cual se reflejó en la disminución de la expresión para el 

gen IAA-5 y la ausencia de expresión 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 oligogalacturónidos, al aplicar 0,02 mg L-1 de AIA, considerándolo 

un gen marcador para dicha auxina y coinciden con otros autores, quienes señalaron 

que en explantes de tabaco (Nicotiana tabacum L.), colocados en medios de cultivo 

con AIA y el oligogalacturónido purificado (GP 8-16) ocurrió la inhibición de la 
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expresión del gen GUS que se relaciona con la actividad de las auxinas (Bellicampi 

et al., 1993).  

Varios estudios indican que los α (1-4)-D-oligogalacturónidos (OGs), liberados de la 

degradación 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 formación de raíces adventicias inducidas 

por el ácido indolacético (AIA) en explantes de hojas (Bellicampi et al., 1993) e 

inhiben los niveles de transcripción de genes que son inducidos, tempranamente, por 

AIA, en la planta considerada un modelo biológico, Arabidopsis thaliana L. (Savatin et 

al., 2011). Sin embargo, algunos autores han informado un efecto estimulador del 

enraizamiento en frijol (Hernández et al., 2006) y en peciolos de violeta (Falcón y 

Cabrera, 2007). Estos resultados al parecer contradictorios, pueden deberse a la 

constitución del medio de cultivo, así como la concentración del oligo empleada y su 

modo y momento de aplicación, además de la especie en cuestión.   

Generalmente, los oligogalacturónidos con grado de polimerización entre 10 y 16 

moléculas de ácido galacturónido son los de mayor actividad biológica. Entre estos 

oligosacáridos, no se informan efectos sinérgicos ni antagónicos en la actividad 

biológica, por lo que diferentes autores aceptan como válido utilizar en sus trabajos 

de investigación mezclas de estos compuestos (Bellicampi et al., 1995; Izquierdo et 

al., 2009; Terry et al., 2011) y otros prefieren emplear oligogalacturónidos puros 

(Denoux et al., 2008; Galletti et al., 2009). 

El Pectimorf®, producido en Cuba, a partir de degradaciones enzimáticas parciales de 

las paredes celulares de cortezas de frutos cítricos, es una mezcla de OGs con grado 

de polimerización (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 micropropagación, porque 

estimula el crecimiento y diferenciación en diferentes cultivos, tales como malanga 

(Hernández et al., 2009), plátanos (Izquierdo, 2013), tomate (Plana et al., 2003) y 

caña de azúcar (Nieves et al., 2006). También, es considerado un potente elicitor de 

defensa en plantas (Suárez et al., 2013). 
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Los resultados demuestran que el Pectimorf® se comportó de forma muy similar al 

oligogalacturónido purificado, ambos oligos fueron capaces de perturbar los niveles 

de transcripción de los genes (SAUR-16 e IAA-5) en presencia de la auxina AIA.  

En la figura 7 se observa el efecto del oligo sobre los niveles de expresión de los 

genes SAUR16 e IAA5 en presencia de las auxinas AIA y ANA en iguales 

concentraciones. El oligogalacturónido purificado (O), disminuyó los niveles de 

expresión de ambos genes en más de un 50 %, como se había probado (Figura 1) 

cuando se empleo el AIA, lo cual indica que el oligo tuvo una acción similar sobre los 

niveles de expresión de ambos genes. 
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Figura 7. Expresión de los genes reguladores de las auxinas (SAUR- 16 e IAA-5) en 
presencia del oligogalacturónido.   
Plántulas de Arabidopsis thaliana L. ´Col O´ tratadas durante 1 hora con Agua (H), 0,02 mg L-

1 IAA (I), 0,02 mg L-1 ANA (A) ó 10 mg L-1 Oligogalacturónido 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 había sido comprobado si Pectimorf® 

poseía, al igual que los oligos purificados parcialmente, un efecto antiauxínico 

reportado por otros autores (Bellicampi et al., 2000). También Branca et al., (1998); 

Bellicampi et al., (1993) y Goda et al., (2004), señalan que los oligogalacturónidos 

inhiben la expresión de las auxinas.  

Si bien el mecanismo molecular de la actividad antiauxínica de los OGs no está 

completamente estudiado, existen algunos progresos recientes para evaluar el 
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mismo a través de los niveles de transcripción de varios genes que son inducidos 

tempranamente por auxinas, entre ellos IAA (IAA-5 [At1g15580], IAA-19 [At3g15540], 

IAA-20 [At2g46990], IAA-22 [At1g19220], 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, 

0,1 y 1 mg L-1) en plántulas de Arabidopsis thaliana L. y demostraron a los 30 

minutos, la expresión de los genes IAA-1, IAA-5 e IAA-19. Savatin et al., (2011) en 

igual cultivo aplicaron a plántulas 0,02 mg L-1 de AIA y observaron la activación de 

iguales genes y otros, que se expresaron ante la presencia de esta auxina, 

considerándolos 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 empleó porque es reprimido ante la presencia de los 

oligogalacturónidos. 

Según 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 expresión del gen IAA-5 y se requiere de 

concentraciones menores de ANA para lograr la expresión este gen. 

Arabidopsis thaliana L es la especie con la cual la yuca comparte mayor número 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 (López et al., 2004; 

Sakurai et al., 2007), lo cual no sólo debe considerarse a la luz de la cercanía 

evolutiva, sino también al alto número 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 acción  

inhibitoria sobre los genes SAUR-16 e IAA-5 que codifican la expresión de auxinas, 

por cuanto, su acción favorable sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas 

informado por autores como Hernández et al., 2009; Hernández et al., 2010; Suárez 

et al., 2013, se ejerce por otras vías, estimulando quizás la expresión de otros genes 
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u otros mecanismos en las plantas, lo cual deberá ser estudiado y esclarecido en 

futuras investigaciones  

4.2 Efecto de Pectimorf® sobre las diferentes fases de la micropropagación de 

la yuca  

4.2.1 Crecimiento de ápices in vitro  

Durante la primera semana de establecidos, se observaron algunas alteraciones en 

el color y morfología de los ápices en los tratamientos donde se empleó el 

Pectimorf®, presumiblemente debido, al aumento de la velocidad de crecimiento o 

división celular en esta primera fase. A pesar de ello, los ápices presentaron una 

coloración verde lima (32CD32) y a partir de los restantes días 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- 40´, el tratamiento 3 con 5 

mg L-1 de Pectimorf® en sustitución de ANA, alcanzó el mayor valor de altura de 2,88 

cm; sin diferencias significativas al control que contenía ANA y BAP, ni de los 

tratamientos 6 y 7, donde se añadió Pectimorf® a 5 y 10 mg L-1 respectivamente en 

presencia de ANA y en sustitución de BAP. Resultados indican que a pesar del 

efecto inhibitorio sobre algunos genes que codifican la expresión de auxinas en 

plantas, Pectimorf® empleado en estas concentraciones en un medio de cultivo en 

ausencia de ANA, logró estimular el crecimiento de ápices de yuca. 

En el cultivar ´Señorita´, los máximos valores de altura se obtuvieron en los 

tratamientos 6 y 7, donde se empleó Pectimorf® en presencia de ANA a las 

concentraciones de 5 y 10 mg L-1, los cuales no difirieron estadísticamente 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-1 Pectimorf®) y del 

tratamiento donde se empleó Pectimorf® en presencia de ANA a la concentración de 

15 mg L-1. En este caso fue necesaria la presencia de ANA + Pectimorf®, lo cual 

sugiere que en este cultivar el contenido endógeno de reguladores es diferente, 

lográndose el balance adecuado para la morfogénesis con una composición del 

medio de cultivo distinta de ´CMC- 40´. 
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Para el número de hojas, en el cultivar ´CMC-40´, cuando se utilizó Pectimorf® en la 

concentración de 15 mg L-1, en presencia de ambos reguladores, las vitroplantas 

alcanzaron 5,5 resultando el tratamiento superior, sin diferenciarse estadísticamente 

del tratamiento 3 (en ausencia de ANA y 5 mg L-1 de Pectimorf®), pero sí del resto de 

los tratamientos. Sin embargo, las hojas desarrolladas en el tratamiento 3, tenían una 

Tabla 10. Efecto del Pectimorf® sobre variables morfológicas de ápices in vitro de yuca 
(n=20). 

 
 

T 

´CMC- 40´ ´Señorita´ 

Altura 
(cm) 

No. de 
hojas 

No. 
raíces 

Color Altura 
(cm) 

No. de 
hojas 

No. 
Raíces 

Color 

1 (Control) 2,00 ab 2,8 bc 2,80 abc 
verde bosque  

(228B22) 
1,12 ab 2,00 ab 1,80 ab 

verde lima 

(32CD32) 

2 0,76 c 1,66 c 1,40 bc 
amarillo 
(FFFF00) 

0,42 b 1,00 b 0,20 d 
amarillo 
(FFFF00) 

3 2,88 a 4,00 ab 4,75 a 
verde bosque 
(228B22) 1,34 ab 3,20 ab 3,20 ab 

verde lima 
(32CD32) 

4 0,77c 2,00 c 1,80 bc 
verde bosque 

(228B22) 
0,60 b 2,20 ab 1,00 bc 

verde lima 

(32CD32) 

5 0,85 bc 2,00 c 0,75 bc 
verde bosque 

(228B22) 
0,40 b 1,80 ab 0,40 cd 

verde lima 

(32CD32) 

6 2,12 ab 2,60 bc 3,60 ab 
verde lima 
(32CD32) 2,08 a 3,60 a 2,40 ab 

verde lima 
(32CD32) 

7 2,37 ab 2,75 bc 3,50 ab 
amarillo verde 

(ADFF2F) 
2,18 a 3,60 a 4,00 a 

verde lima 

(32CD32) 

8 1,02 b 2,50 bc 1,50 bc 
amarillo verde 

(ADFF2F) 
1,10 ab 2,60 ab 3,40 ab 

verde lima 

(32CD32) 

9 1,20 b 4,00 b 3,00 abc 
amarillo 
(FFFF00) 

0,80 b 2,60 ab 3,00 ab 
amarillo 
(FFFF00) 

10 1,35 b 4,00 b 3,50 ab 
amarillo 

(FFFF00) 
0,64 b 3,00 ab 2,20 ab 

amarillo 

(FFFF00) 

11 1,17 b 5,50 a 2,00 abc 
amarillo 

(FFFF00) 
0,72 b 2,00 ab 1,60 ab 

amarillo 

(FFFF00) 

12 0,72 c 2,00 c 1,00 bc 
verde bosque 

(228B22) 
0,66 b 1,60 ab 2,00 ab 

verde 
bosque 

(228B22) 

13 1,02 b 2,25 bc 1,20 bc 
verde bosque 

(228B22) 
0,76 b 1,80 ab 1,80 ab 

verde 
bosque 

(228B22) 

14 1,22 b 1,75 c 0,40 c 
verde bosque 

(228B22) 
0,56 b 3,40 a 2,40 ab 

verde 
bosque 

(228B22) 

DE 0,41* 0,40** 0,59**  0,43* 0,46** 0,58***  

T: Tratamientos 

Leyenda: T1: 0,02mg L
-1

ANA+ 0,05 mg L
-1

 AG3+ 0,04 mg L
-1

 BAP, T2: sin presencia de reguladores 
(ANA; BAP)+ AG3, T3: AG3+ BAP+ 5 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T4: AG3+ BAP+ 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T5: AG3+ 

BAP+ 15 mg L
-1

 Pectimorf
®
, T6: ANA+ AG3+ 5 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T7: ANA+ AG3+ 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, 

T8: ANA+ AG3+ 15 mg L
-1

 Pectimorf
®
, T9: ANA+ AG3+ BAP+ 5 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T10: ANA+ AG3+ 

BAP+ 10 mg L
-1

 Pectimorf
®
, T11: ANA+ AG3+ BAP+ 15 mg L

-1
 Pectimorf

®
), T12: AG3+ 5 mg L

-1
 

Pectimorf
®
, T13: AG3+ 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
 y T14: AG3+ 15 mg L

-1
 Pectimorf

®
) 

Medias con letras distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan (p≤ 0,05) (* 
significativo para p<0,1; **significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001 (DE 
Desviación Estándar). 
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coloración verde bosque (228B22), lo cual no ocurrió en el tratamiento 11 (ANA, 

BAP, AG3 y 15 mg L-1 de Pectimorf®), ya que estas fueron de color amarillo 

(FFFF00). Los resultados fueron similares a los obtenidos por Demeke et al. (2014) 

en igual cultivo, quienes señalan que un desbalance hormonal podría traer consigo 

alteraciones en la síntesis de pigmentos relacionados con la clorofila. 

En el cultivar ´Señorita´, los máximos valores en cuanto al número de hojas se 

obtuvieron en los tratamientos 6 (ANA, AG3 y 5 mg L-1 de Pectimorf®) , 7 (ANA, AG3 y 

10 mg L-1 de Pectimorf®) y 14 (ANA, BAP, AG3 y 15 mg L-1 de Pectimorf®), los cuales 

no difirieron estadísticamente 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 tenían un color amarillo (FFFF00) 

también presente en los tratamientos 9, 10 y 11. En el resto de los tratamientos la 

coloración de las hojas fue verde primavera (00FF7F).  

El mejor tratamiento para el número de raíces en el cultivar ´CMC- 40´ fue el 3, que 

contenía 6-BAP y 5 mg L-1 de Pectimorf®, sin diferencias significativas con el control 

ni con los tratamientos 6, 7, 9, 10 y 11 que contenían ANA y 5 y 10 mg L-1 de 

Pectimorf®, respectivamente, en el caso de los dos primeros y ANA y BAP con 5, 10 

y 15 mg L-1 de Pectimorf® en el caso de los tres últimos. Por lo que, en ausencia de 

ANA, la concentración de 5 mg L-1 de Pectimorf® fue capaz de inducir una mayor 

formación de raíces, sin embargo cuando esta estuvo presente las concentraciones 

de Pectimorf® no parecieron jugar un papel decisivo en este proceso.  

Para el cultivar ´Señorita´, el mayor valor para el número de raíces fue el tratamiento 

7, con ANA y 10 mg L-1 de Pectimorf®, sin diferencias significativas con los 

tratamientos que contenían 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 más 

que la acción 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 raíces, lo cual pudiera estar asociado con una mayor síntesis y 
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acumulación de sustancias en las mismas; este efecto ha sido informado por Álvarez 

et al., (2011), quienes emplearon semillas de rábano (Raphanus sativus L.) cv. PS-9 

y se apreció un incremento de la longitud y diámetro 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 múltiples factores entre los que se encuentran la composición del medio de 

cultivo y el origen del explante inicial (especie, genotipo y edad fisiológica).  

 
Figura 8. Efecto de Pectimorf® como complemento de ANA y 6-BAP sobre el 
crecimiento de ápices de yuca, cultivar CMC-40. La imagen es significativa para el 

cultivar ´Señorita´. ( de izquierda a derecha tratamiento control, tratamiento 9: ANA+ AG3+ 
6-BAP+ 5 mg L-1 Pectimorf®, tratamiento 10: ANA+AG3+ 6-BAP+ 10 mg L-1 Pectimorf® y 
tratamiento 11: ANA+ AG3+  6-BAP+ 15 mg L-1  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 empleó Pectimorf® como sustituto de los reguladores ANA y 6-

BAP (12, 13 y 14) se logro la formación de raíces y la coloración 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 micropropagación, 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), señaló que el AG3 juega un papel importante 

en la fisiología de los ápices de yuca, pues favorece el crecimiento de los 

entrenudos, independientemente de la composición del medio de cultivo.  

 
Figura 9. Efecto de Pectimorf® como sustituto total hormonal de auxinas y 
citoquininas sobre el crecimiento de ápices de yuca. Imagen es significativa para los 

cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´. (De izquierda a derecha tratamiento control, tratamiento 2: 
libre de reguladores del crecimiento ANA y 6-BAP, excepto AG3, tratamiento 12: AG3+ 5 mg 
L-1 Pectimorf®, tratamiento 13: AG3+10 mg L-1 Pectimorf® y tratamiento 14: AG3+15 mg L-1  

Pectimorf®). 

Otros autores emplean los oligogalacturónidos en diferentes procesos 

biotecnológicos como: germinación de semillas de Spathoglottis plicata B 

(Orchidaceae) (Suárez et al., 2006), cultivo de embriones de Citrus macrophilla W 

(Bao, 2009), cultivo de brotes de malanga (Colocassia sp.) (Hernández et al., 2006), 

formación de callo embriogénico de mandarina ´Cleopatra´ (Citrus reshni Hort. ex 

Tan (Hernández et al., 2010) y ápices meristemáticos de bananos (Musa spp.) 

(Izquierdo, 2013).  

Son numerosos los trabajos que informan que Pectimorf® ejerce un efecto 

estimulador de los procesos morfogenéticos; González et al., (2004), en el 

establecimiento in vitro de yemas de boniato (Ipomea batata L.), emplearon 

Pectimorf® (10 mg L-1) en sustitución de ácido indol-3-acético (0,05 mg L-1) y ácido 

giberélico (10 mg L-1), donde fue posible el crecimiento de las yemas en todas las 

concentraciones empleadas en presencia del producto. 

En caña de azúcar (Sacharum spp.), en la fase de histodiferenciación de callos, el 

mayor número de embriones y la mayor sincronía ocurrió en aquellas combinaciones 
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en las cuales el 2,4-D se redujo, fundamentalmente en la concentración de 5 mg L-1 

del oligosacárido (Cid et al., 2006). 

En el cultivar ´CMC-40´, la inclusión del Pectimorf® a la concentración más baja (5 

mg L-1) en sustitución del ANA (0,02 mg L-1), combinado con la citoquinina 6-BAP 

(0,04 mg L-1) resultó superior en altura, número de hojas y raíces, aunque sin 

diferencias con el control; sin embargo, en el cultivar ´Señorita´, se  requirió la 

presencia del ANA (0,02 mg L-1) y concentraciones de 5 y 10 mg L-1 de Pectimorf® 

para alcanzar los mejores resultados de altura, número de hojas y raíces e incluso 

estos tratamientos repercutieron sobre el color de las hojas, lo cual evidenció que 

resultaron suficientes para promover la formación de pigmentos en las hojas.  

Es necesario resaltar que el empleo del Pectimorf® favoreció el establecimiento in 

vitro de ápices de yuca (Manihot esculenta C.) en los cultivares ´CMC- 40´ y 

´Señorita´, sin embargo, su efecto no fue idéntico en cuanto a concentración 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 actúan como una señal para una multitud de procesos de desarrollo 

complejos incluyendo la formación de órganos enteros (Lau et al., 2012; Barbez y 

kleine-Vehn, 2013; Pierre-Jerome et al., 2013). Sin embargo, para entender el 

significado biológico de estas expresiones y su interaccion con las nuevas sustancias 

biológicas como Pectimorf®, es necesario seguir investigando los mecanismos 

capaces de regular la expresión de los genes involucrados en dichos procesos.  

Los resultados obtenidos muestran que la acción de Pectimorf® sobre los procesos 

de crecimiento y desarrollo estudiados durante la micropropagación de ápices y 

yemas de yuca (Manihot esculenta C.) se ejerce independientemente de su 

antagonismo con la expresión de los genes IAA5 y SAUR16, o bien, que esta acción 

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 están vinculados una gran cantidad de eventos celulares regulados 

por numerosos genes. Según estudios realizados por González et al., (2014), en 
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tabaco (Nicotiana tabacum L.), sobre el efecto de la expresión de 500 genes en 

plantas tratadas con Xiloglucanos, oligogalacturónidos obtenidos a partir del 

tamarindo (Tamarindus indica L.), estos poseen un efecto significativo sobre la 

expresión de genes relacionados con el metabolismo de la pared celular, 

señalización, división celular y control transcripcional.  

En papaya (Carica papaya L.) se informó por Estrella (2012), la existencia de 

homología de los genes que codifican para el transporte de entrada y salida de 

auxina, con los de Arabidopsis. Este autor señaló además que el gen AtPIN7 es en 

papaya el CpPIN5.  

Muy pocos trabajos refieren esta temática por lo cual sería 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 ápices de plantas in vitro, 5 mg L-1 Pectimorf® como sustituto del ANA, 0,04 

mg L-1 6-BAP y 0,05 mg L-1 AG3, 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 investigación y haría más eficiente el proceso, al eliminar 

el ANA y emplear la concentración 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, 4 y 5 (5, 10 y 15 mg L-1 de Pectimorf® en ausencia 

de ANA, respectivamente), sin diferencias significativas entre ellos, lo cual demuestra 

la posibilidad de la sustitución de ANA por el Pectimorf® en cualquiera de las 

concentraciones empleadas en este tipo de explante. En el cultivar ´Señorita´, los 

mejores tratamientos fueron 4 y 5, correspondientes a las concentraciones de 10 y 

15 mg L-1 de Pectimorf®, respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos, 

aunque T5 no difirió del tratamiento control con ANA y de T3 con 5 mg L-1 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 Pectimorf® sobre la altura de 
los brotes en segmentos nodales de yuca (n= 20) (T1 (Medio Control): 0,01 mg L

-1
 ANA, T2 

(Medio 1): Sin reguladores del crecimiento, T3: 5 mg L
-1

 Pectimorf
®
, T4: 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T5: 15 

mg L
-1

  Pectimorf
®
, T6: (ANA + 5 mg L

-1
 Pectimorf

®
), T7: (ANA + 10 mg L

-1 
Pectimorf

®
), T8: (ANA + 15 

mg L
-1

 Pectimorf
®
)). Medias con letras distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan 

(p≤ 0.05), DE (Desviación estándar). 

Resultados de otros autores coinciden en que de todos los factores implicados en la 

respuesta morfogenética, el balance hormonal constituye el factor más importante. 

Estudios de correlación entre los niveles hormonales endógenos y procesos 

fisiológicos, así como experimentos sobre el efecto de los reguladores del 

crecimiento aplicados exógenamente, son corroborados por varios autores 

(Nordstrom et al., 2004; Pernisova et al., 2008; Muller y Sheen, 2008; Marković 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 Suárez et al., (2013), quienes en la micropropagación 

acelerada de Encyclia grisebachiana C., utilizaron diferentes concentraciones de 

Pectimorf® en sustitución de AIA, en medio de multiplicación para esta especie, los 

resultados demostraron una respuesta favorable en la altura y el desarrollo radical de 

las vitroplantas provenientes de los medios que contenían dosis de 5 mg L-1 del 

producto, lo cual permitió la formación de vitroplantas óptimas para la aclimatización  
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Al analizar el número de hojas emitidas (Figura 11), se observaron diferencias 

significativas entre los tratamientos en ambos cultivares. En ´CMC-40´, el tratamiento 

5 resultó superior, correspondiente a la concentración de 15 mg L-1 de Pectimorf® 

como sustituto de ANA, sin diferencias significativas con los tratamientos 4 y 6, 

correspondiendo el primero a 10 mg L-1 de Pectimorf® y el segundo a 5 mg L-1 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-1 

Pectimorf®), no mostraron diferencias significativas entre ellos, con los menores 

valores para este carácter; lo cual pone de manifiesto una vez más el papel de la 

concentración del Pectimorf® en su acción sobre los procesos en las plantas (Bao, 

2009, Hernández et al., 2006, Hernández et al., 2010).  

En el cultivar ´Señorita´, el tratamiento que contenía 10 mg L-1 de Pectimorf® en 

sustitución del ANA (T4), resultó superior, aunque no difirió del control con ANA (T1) 

ni del tratamiento con 15 mg L-1 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 composición del medio de cultivo.  

Los valores más bajos para esta variable ocurrieron en los medios donde se empleó 

el Pectimorf® en presencia de ANA, los cuales no difirieron del medio sin reguladores 

del crecimiento. Estos resultados reflejan una posible acción antagónica 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 propagación in 

vitro de segmentos de escamas de lirio (Easter lily sp.), siendo la concentración de 

10 mg L-1 de Pectimorf® la que favoreció la regeneración de plantas, al formar mayor 

número de bulbos, hojas y raíces. En experimentos desarrollados con el cultivo de la 

piña (Ananas comosus L.), el Pectimorf® estimuló la producción de yemas, brotes, 

número de raíces y desarrollo de las plántulas (Moya et al., 2006). 
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Figura 11. Efecto de las diferentes concentraciones de Pectimorf® sobre el número 
de hojas de los brotes de yuca (n=20) (T1 (Medio Control): 0,01 mg L

-1
 ANA, T2 (Medio 1): 

sin reguladores del crecimiento, T3: 5 mg L
-1 

Pectimorf
®
, T4: 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T5: 15 mg L

-1
  

Pectimorf
®
, T6: (ANA + 5 mg L

-1 
Pectimorf®), T7: (ANA + 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
), T8: (ANA + 15 mg L

-1
 

Pectimorf
®
)). Medias con letras distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan (p≤ 

0.05), DE (Desviación estándar). 

También Hernández et al., (2009), informaron sobre las potencialidades del 

Pectimorf® en la micropropagación del Spathiphyllum sp. como promotor de procesos 

morfogenéticos. En este caso, mostró su acción al aumentar el número de hojas y 

brotes por lo que recomendó su empleo en el medio de cultivo a una concentración 

de 5 mgL-1. 

El empleo de Pectimorf® favoreció la formación del número hojas como sustituto de 

ANA en ambos cultivares, aunque el cultivar ´CMC-40´ requirió de mayores 

concentraciones de Pectimorf® (15 mg L-1 ) para alcanzar los mayores valores de 

esta variable sin embargo, en el cultivar ´Señorita´ se logró sustituir ANA por el 

Pectimorf®, en cualquiera de las concentraciones de éste (5, 10 ó 15 mg L-1), por 

mostrar resultados similares al tratamiento control con 0,01 mg L-1 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 número de raíces, 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 estadísticas entre ellos; los mismos corresponden al medio de cultivo 

control con ANA y los tratamientos donde se empleó en sustitución de esta el 

Pectimorf® en cualquiera de sus concentraciones (5, 10 y 15 mg L-1). A su vez, estos 

tratamientos no difirieron significativamente de T6 y T7, en los cuales se 

complementó el ANA con 5 y 10 mg L-1 de Pectimorf®, respectivamente y éstos 

resultaron similares a T8, con ANA y 15 mg L-1 de Pectimorf®). 
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Figura 12. Efecto de Pectimorf® sobre el número de raíces de vitroplantas de yuca 
(n=20) (T1 (Medio Control): 0,01 mg.L

-1
 ANA, T2 (Medio 1): sin reguladores del crecimiento, T3: 5 

mg L
-1

 Pectimorf
®
, T4: 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T5: 15 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T6: (ANA + 5 mg L

-1 

Pectimorf
®
), T7: (ANA + 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
), T8: (ANA + 15 mg L

-1
 Pectimorf

®
)). Medias con letras 

distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan (p≤ 0.05) (* significativo para p<0,1; 
**significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001) (DE Desviación Estándar). 

En el cultivar ´Señorita´, el tratamiento 4 (10 mg L-1 de Pectimorf®) en sustitución de 

ANA, resultó superior al resto, aunque no difirió de T1 (0,01 mg L-1 de ANA) y T5 (15 

mg L-1 de Pectimorf®), el resto de los tratamientos tuvieron valores inferiores aunque 

no significativos en el caso de T3 y T6.  

Como era de esperar, en ambos cultivares se observó un efecto ligeramente 

depresivo sobre la emisión de raíces en los tratamientos que contenían ANA y 

Pectimorf® en las diferentes concentraciones (T6, T7 y T8), aunque la respuesta 

dependió 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 emisión y 

crecimiento de raíces en cultivares de yuca, aunque la concentración a emplear para 

obtener una mejor respuesta dependió del genotipo empleado. 

Esta acción estimuladora del Pectimorf® sobre el enraizamiento de plantas fue 

señalado por diferentes autores en varios cultivos tales como Phaseolus vulgaris L. 

(Hernández et al., 2006), pecíolos de violeta africana (Saintpaulina ionata L.) (Falcón 

y Cabrera, 2007) y la micropropagación del cultivar de banano ´FHIA-18´ (Musa sp. 

AAAB) (Izquierdo, 2013), donde se observó también estimulación en la producción 

de raíces cuando se aplicó el Pectimorf® 10 mg L-1. Todo esto confirma la capacidad 

de este oligopectato para inducir el enraizamiento, validándose como una alternativa 

promisoria en la micropropagación 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-1) de Pectimorf® resultó 

superior aunque no difirió de T1 y T5, control y 15 mg L-1 de Pectimorf®, 

respectivamente. Los tratamientos 2 y 3, correspondientes al medio sin reguladores 

del crecimiento y a la concentración más baja de Pectimorf® (5 mg L-1), 

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 ´Señorita´, el tratamiento 3 (5 mg L-1) de Pectimorf® 

resultó superior al resto, aunque no difirió de T4 y T5, con 10 y 15 mg L-1 de 

Pectimorf® respectivamente. El menor valor para esta variable se obtuvo en el medio 

control, con 0,01 mg L-1 de ANA, el cual no difirió de los medios en los que se empleó 

la auxina complementada con las tres concentraciones de Pectimorf® (T6, T7 y T8). 
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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-1, sin embargo, para ´Señorita´ la 

mejor respuesta se obtuvo con 5 mg L-1 aunque sin diferencias significativas con 10 y 

15 y estos tratamientos superaron estadísticamente al tratamiento control. Los 

mayores valores de masa fresca para ambos cultivares de yuca correspondieron a 

las concentraciones entre 10 y 15 mg L-1 de Pectimorf®, en ausencia de ANA, donde 

también se observaron los máximos valores de altura, número de hojas y número de 

raíces, lo cual repercutió 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 1 y 5 mg L-1, 

informaron el incremento de la masa fresca y seca total de las vitroplantas en la 

multiplicación in vitro de la piña (Ananas comosus (L.) Merr.) 

La Figura 14, muestra plántulas de yuca de 21 días desarrolladas en los medios 4 y 5 

correspondientes a las concentraciones 10 y 15 mg L-1 de Pectimorf®, en ausencia de 

ANA, las cuales presentaron un buen vigor y desarrollo armónico de sus partes 
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Figura 13. Efecto de Pectimorf® sobre la masa fresca de los explantes de yuca 
(n=20). (T1 (Medio Control): 0,01 mg L

-1
 ANA, T2 (Medio 1): sin reguladores del crecimiento, T3: 5 

mg L
-1

 Pectimorf
®
, T4: 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T5: 15 mg L

-1
 Pectimorf

®
, T6: (ANA + 5 mg L

-1 

Pectimorf
®
), T7: (ANA + 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
), T8: (ANA + 15 mg L

-1
 Pectimorf

®
)). Medias con letras 

distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan (p≤ 0.05) (* significativo para p<0,1; 
**significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001) (DE Desviación Estándar). 
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aéreas y raíces, por lo que se demostró que es factible el Pectimorf® en sustitución 

de ANA durante el proceso de micropropagación de cultivares de yuca.  

 

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
-1 

ANA), T4 (10 mg L
-1 

Pectimorf
®
) y T5 (15 mg L

-1 
Pectimorf

®
). 

De los resultados obtenidos hasta este punto se puede deducir que la acción 

inhibitoria del Pectimorf sobre la expresión 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 análogos 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 micropropagación de este cultivo. Los resultados anteriores conllevaron a 

evaluar el efecto del Pectimorf® durante la multiplicación de los explantes para 

recomendar o no su introducción a gran escala en los esquemas de 

micropropagación (biofabricas) del país.  

4.2.3 Número de subcultivos de yemas axilares. 

Al analizar la figura 15, se observaron diferencias significativas entre los 

tratamientos; el control fue superior estadísticamente en todos los subcultivos para la 

altura, número de hojas y número de nudos, sin embargo se observó una respuesta 

diferente para los caracteres número de raíces y longitud de la raíz, 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, número de hojas y número 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 multiplicación. A partir del tercer 

subcultivo, las plantas provenientes del tratamiento sin reguladores del crecimiento 

presentaron pequeño tamaño, entrenudos muy cortos y escasa formación de raíces, 

debido evidentemente al agotamiento de las reservas del explante.  

Con respecto al cultivar ´Señorita´ (Figura 16), los caracteres evaluados no 

mostraron diferencias estadísticas respecto al tratamiento control en el segundo y 

tercer subcultivo, excepto para la longitud de la raíz, en la cual en el tercer subcultivo, 

el tratamiento donde se aplicó el Pectimorf® resultó 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 inhibición 

de todas las variables evaluadas con la aplicación 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 aplicación de los oligogalacturónidos, lo cual coincide con 

Hernández et al., (2010) quienes plantearon en A. thaliana que los 

oligogalacturónidos provocan cambios en la arquitectura del sistema radicular. 

Se observó que, el cultivar ´CMC-40´ respondió mas marcadamente a las 

aplicaciones del Pectimorf® desde el segundo subcultivo, afectándose mas 

drásticamente los procesos involucrados en el crecimiento y desarrollo de las 

plántulas, poniéndose una vez más 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 endógeno de reguladores entre los mismos.  

En este sentido, Izquierdo (2013), para la micropropagación del banano (Musa spp) 

cultivar FHIA- 18, estudió el efecto que ejerció la aplicación de Pectimorf® en la fase 

de multiplicación in vitro durante cuatro subcultivos sobre el número de brotes, altura 

y número de raíces por explantes. La aplicación de esta sustancia favoreció la altura 

y el número 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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DE= 0,8 DE= 1,6 DE= 1,1 DE= 1,3 DE= 1,6 DE= 1,1

DE= 0,7 DE= 1,1
DE= 0,2 DE= 1,4 DE= 1,7

DE= 0,8 DE= 1,4 DE= 1,7

Figura 15. Efecto del Pectimorf® durante los subcultivos de yemas axilares de yuca, 

cultivar ´CMC- 40´. (II, III, IV- Número de subcultivos. Medio Control: 0,01 mg L
-1

 ANA, 

Pectimorf
®
: 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, Libre: sin reguladores del crecimiento) (DE Desviación Estándar).
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Figura 16. Efecto del Pectimorf® durante los subcultivos de yemas axilares de yuca, 

cultivar ´Señorita´. (I, II, III, IV- Número de subcultivos. Medio Control: 0,01 mg L
-1

 ANA, 

Pectimorf
®
: 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
, Libre: sin reguladores del crecimiento) (DE Desviación Estándar).
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Los resultados indican que, cuando se añadió reiteradamente Pectimorf® al medio de 

cultivo, los caracteres evaluados (altura de las plantas, número de las hojas, número 

de las raíces, longitud de las raíces y número de entrenudos), no superaron al 

tratamiento control, por tanto este debe emplearse solamente al inicio del proceso de 

multiplicación.  

4.2.4 Aclimatización de vitroplantas 

El análisis de la supervivencia de las plantas en la fase de aclimatización se presenta 

en la figura 17. Se puede observar el comportamiento de las plantas a los 45 días, el 

mejor resultado fue el tratamiento 3 (plantas producidas en el medio con 10 mg L-1 de 

Pectimorf®), el cual resultó significativamente superior al resto de los tratamientos en 

ambos cultivares (´CMC-40´ y ´Señorita´). Los menores valores se obtuvieron en el 

tratamiento 1, el cual correspondió 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 días en fase de aclimatización (n=20) (T1: Control (plantas 

provenientes del medio control 0,01 mg L
-1

 ANA), T2: Control asperjado (1 mg L
-1

 Pectimorf®), T3: 
plantas provenientes del medio con 10 mg L

-1
 Pectimorf®). (´CMC-40´: DE 0,57**; ´Señorita´: DE 

0,75**). Medias con letras distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan p≤ 0,05 (** 
significativo para p<0,01) (DE Desviación Estándar). 

Se observó que el Pectimorf® posee un efecto residual sobre las plantas que se 

refleja en la fase de aclimatización y que hace posible que las mismas posean 

elevados niveles de supervivencia sin necesidad de una aplicación ex vitro del 

mismo, la cual ejerció 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 micropropagación del banano (Musa spp) 

cv. ´FHIA-18´al final de la fase de aclimatización, donde el porcentaje de 

supervivencia fue superior al 95 % en el tratamiento donde se empleo el Pectimorf®) 

(5 mg L-1) en aspersión foliar e inmersión de las raíces de las vitroplantas y las 

características morfológicas 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-1 de Pectimorf®) resultó significativamente 

superior al resto de los tratamientos tanto en ´CMC-40´ como en ´Señorita´, con 

14,67 cm y 13,20 cm de altura respectivamente, seguido del tratamiento 2 (plantas 

asperjadas con 1 mg L-1 de pectimorf®) con 11,00 cm para ´CMC-40´ y para el 

cultivar ´Señorita´ 10,00 cm. Los menores valores se obtuvieron en el tratamiento 1, 

el cual correspondió al control que contenía 0,01 mg L-1 de ANA, donde la altura fue 

7,54 cm en ´CMC- 40´ y 7,92 cm para ´Señorita´.  

 
Figura 18. Efecto del Pectimorf® sobre la altura de las plantas de yuca a los 45 días después 
de la aclimatización (n=15) (T1: Control (plantas provenientes del medio control 0.01 mg L

-1
 ANA), 

T2: Control asperjado (1 mg L
-1

 Pectimorf®), T3: plantas provenientes del medio con 10 mg L
-1

 
Pectimorf®). (´CMC-40´: Altura 45 días, DE 0,54

++
. ´Señorita´: Altura 45 días, DE 0,50

++
). Medias con 

letras distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan p≤ 0.05. (DE Desviación 
Estándar). 

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-1 de Pectimorf®) resultó significativamente 

b 
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superior al resto de los tratamientos tanto en ´CMC-40´ como en ´Señorita´, con 

valores de 0,21 cm/día y 0,18 cm/día respectivamente, seguido del tratamiento 2 

(plantas asperjadas con 1 mg L-1 de pectimorf®) con tasa de crecimiento de 0,13 

cm/día para ´CMC-40´ y para el cultivar ´Señorita´ de 0,11 cm/día. Los menores 

valores de altura y tasa de crecimiento en ambos cultivares correspondieron al 

control que contenía 0,01 mg L-1 de ANA sin asperjar.  

Tabla 11. Efecto del Pectimorf® sobre las velocidades de crecimiento de las plantas 
de yuca a los 45 días después de la aclimatización (n=15) (T1: Control (plantas 
provenientes del medio control 0.01 mg L-1 ANA), T2: Control asperjado (1 mg L-1 
Pectimorf®), T3: plantas provenientes del medio con 10 mg L-1 Pectimorf®). 
 
 

 

 

 

 

Los resultados indican que el Pectimorf® ejerció un efecto residual favorable sobre la 

velocidad de crecimiento de las plantas lo que provocó que, a los 45 días la altura de 

las mismas resultara superior en las que provenían del medio con 10 mg L-1 de éste y 

su efecto se mantuvo durante la aclimatización. La aspersión foliar incrementó 

también la velocidad de crecimiento de las plantas en relación al control, sin 

embargo, la magnitud del incremento fue inferior a T3.   

La aspersión foliar reúne una serie de ventajas para el aporte de sustancias o 

elementos esenciales a la planta, encaminada a mejorar los procesos de absorción, 

transporte y transformación de los nutrientes en las hojas, los tallos o frutos 

(INFOJARDIN, 2011). Son varios los autores que utilizan sustancias de producción 

nacional por esta vía para estimular el crecimiento de las plantas (Álvarez, 2011, 

Borcioni y Bonato, 2012, Núñez et al, 2013), los cuales coinciden en conferirle una 

gran importancia a este aspecto.  

Los resultados indican que a los 45 días, 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 

Tratamientos 
Tasas de crecimiento 

(cm/día) 

´CMC-40´ ´Señorita´ 

T1 0,06 0,06 
T2 0,13 0,11 
T3 0,21 0,18 
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proporcionó una mejor adaptación a las condiciones ex vitro y que obedece, en su 

generalidad, a las reservas adquiridas durante la fase in vitro.  

Por tanto, se podría incrementar la altura de las plantas al aplicar el Pectimorf® ya 

sea empleándolo en la fase in vitro, como por aspersiones foliares sobre las 

plántulas, ya que el mismo influyó positivamente en las diferentes variables 

morfológicas, lo cual pudiera deberse a lo planteado por El-Sharkawy en 2006, 

referente a una estimulación de la actividad fotosintética; por tanto, una mayor 

ganancia de esqueletos carbonados que pueden ser utilizados para la síntesis de 

nuevos compuestos. Resultados similares en tomate (Solanum lycopersicum L.)  cv. 

´Amalia´, obtuvieron Ruíz et al (2009), al aplicar a plantas por aspersión foliar un 

grupo de reguladores cubanos en la fase de semillero y en la etapa de plantación del 

cultivo. Se demostró que existieron diferencias significativas en la altura y el número 

de hojas por planta, el mayor valor de altura (5.29 cm) se alcanzó cuando las plantas 

fueron asperjadas con 20 mg L-1 de Pectimorf®.  

Al analizar el diámetro del tallo, se observó un comportamiento similar en ambos 

cultivares (Figura 19). Los mayores valores correspondieron a los tratamientos 2 y 3, 

los cuales no difirieron estadísticamente entre ellos y sí con las plantas provenientes 

del tratamiento control.  
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Figura 19. Efecto del Pectimorf® sobre el diámetro del tallo de plantas de yuca, a los 

45 días de la aclimatización. (n=30) (T1: Control (vitroplantas provenientes del medio 

control ,01 mg L-1 ANA), T2: Control asperjado (vitroplantas asperjadas con 1 mg L-1 

Pectimorf®), T3: vitroplantas provenientes del medio con 10 mg L-1 Pectimorf®). Medias con 

letras distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan p≤ 0,05. (DE Desviación 

Estándar). 
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Los resultados anteriores coinciden con Izquierdo et al., (2009), en la aclimatización 

de vitroplantas de bananos (Musa spp) cv. ´FHIA 18´ (AAAB), el tratamiento que tuvo 

mayor diámetro del pseudotallo fue en las plantas tratadas con Pectimorf® (1 mg L-1). 

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 procedían del medio de cultivo con 

10 mg L-1 de Pectimorf®, el cual difirió significativamente del resto. El valor más bajo 

para este carácter se obtuvo en el tratamiento 1, que correspondió al control. 

 MF: masa fresca aérea; MS: masa seca aérea; RE: raíces engrosadas; T1 (Control); T2 (Aspersion 

foliar 1 mg L
-1

 Pectimorf
®
); T3 (Pectimorf

®
 10 mg L

-1
) 

Medias con letras distintas difieren estadísticamente según la prueba de Duncan (p≤ 0.05). ( 

**significativo para p<0,01; ***significativo para p<0,001)(DE- Desviación Estándar). 

La masa seca mostró 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 estadísticamente entre sí. El valor más bajo 

para este carácter fue el tratamiento 1, el cual difirió del resto de los tratamientos. 

Para el cultivar ´Señorita´ el tratamiento 3 fue superior al resto.  

En estos indicadores, tanto masa fresca como masa seca en ambos cultivares, se 

obtuvieron los máximos valores en el tratamiento 3 (plantas provenientes del medio 

con 10 mg L-1 Pectimorf®), lo cual se corresponde con los resultados logrados en 

otros indicadores, como la altura y diámetro del tallo de las plantas. 

Los oligogalacturónidos son efectivos en los procesos morfogénicos, tanto in vitro 

como ex vitro, pero la respuesta de los cultivos depende del tipo de 

oligogalacturónidos que se utilice, su concentración y su interacción con las 

Tabla 12. Efecto del Pectimorf® sobre la producción de biomasa aérea y número de 
raíces engrosadas en plantas de yuca.  

Tratamientos 
CMC- 40 Señorita 

M F (g) MS (g) RE M F (g) MS (g) RE 

T1 4,23 c  1,07 b 1,65 b 4,67 c  1,09 c 1,8 b 

T2 31,56 b 12,05 a 1,0 b 32, 55 b  7,64 b  1,0 b 

T3 60,72 a  13,02 a 3,0 a 62,76 a 17,90 a 3,1 a 

DE 1,00*** 0,37** 0,52** 1,23***    0,67*** 0,48** 
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hormonas endógenas de los explantes (Izquierdo, 2009), lo cual se corrobora en 

estos resultados.  

Si analizamos el número de raíces engrosadas, se puede decir que se observó igual 

efecto en ambos cultivares, fue mayor en las plántulas que provenían del tratamiento 

3 donde se encontró presente Pectimorf®, con diferencias significativas del resto de 

los tratamientos (T1 y T2), los cuales no difirieron estadísticamente entre si y 

mostraron los valores más bajos para este carácter. Es de destacar que este aspecto 

no se había informado con anterioridad en este cultivo. 

Estos resultados indican que Pectimorf® no sólo favoreció el crecimiento y desarrollo 

de las plantas, sino que influyó en la acumulación de sustancias de reserva en la 

raíz, lo cual resulta muy favorable en este cultivo, ya que es este órgano el que se 

consume.   

Álvarez et al., (2011), emplearon semillas de rábano (Raphanus sativus L.) cv. PS-9, 

las cuales sumergieron durante cuatro horas en una mezcla de oligogalacturónidos a 

una concentración de 10 mg L-1 para comprobar el efecto del Pectimorf® sobre el 

desarrollo del sistema radical, como órgano más importante para el consumo. En el 

momento de la cosecha, se apreció un incremento de la longitud y diámetro 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 aclimatización, lo cual posibilitó 

la supervivencia de las mismas al final de esta fase al elevar sustancialmente la 

eficiencia del proceso de micropropagación.  

4.3 Estudios sobre la morfología y características genéticas de plantas de yuca 

obtenidas por micropropagación  

4.3.1 Anatomía foliar y de las raíces de las plantas obtenidas 

 Anatomía foliar 

En la figura 20, se pueden observar los estomas de la lámina foliar abaxial de yuca, 

estos resultaron ser paracíticos o rubiáceos, con 2 células anexas dispuestas 

paralelamente con respecto a las oclusivas, la descripción 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 arriñonada, como es característico de las plantas dicotiledóneas (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 anfiestomática. Se pudo apreciar una 

mayor frecuencia de aparición 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. Fotomicrografía de la epidermis foliar de la superficie Abaxial de 
vitroplantas de yuca en 10 mg.L-1 de Pectimorf®. A- Cultivar ´CMC-40¨. B- Cultivar 

´Señorita´. Las flechas indican la presencia de estomas (400x). 

En la tabla 13, se observan los resultados del análisis histológico de las hojas de 

vitroplantas de yuca al finalizar la fase de micropropagación. En sentido general, se 

observaron diferencias significativas entre los tratamientos en ambos cultivares. En 

´CMC-40´, el índice estomático de la cara abaxial en el tratamiento 2, alcanzó el 

máximo valor (19,42), siendo el valor más bajo para este carácter el tratamiento 

control (9,85), sin diferencias significativas con el tratamiento 8 (0,01 mg L-1 de ANA+ 

15 mg L-1 de Pectimorf®), mientras que en la superficie adaxial, los máximos valores 

se encontraron en los tratamientos donde se empleó el producto en presencia de 

ANA (6, 7 y 8) sin diferencias significativas entre ellos pero si con el resto, excepto 6 

que no difirió del 2. El valor más bajo fue el tratamiento 3 con diferencias 

significativas del resto. Se demostró que el Pectimorf® aumentó el índice estomático 
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en ambos cultivares, lo que pudo influir en la actividad fotosintética y el estado 

hídrico de las vitroplantas en su posterior aclimatización. 

Tabla 13. Influencia de la aplicación del Pectimorf® sobre el índice estomático, longitud de 
los estomas y ancho de las células oclusivas del estoma de yuca, cultivares ´CMC- 40´y 
´Señorita´, al final de la fase in vitro (n=48). 
 

 
 
 

Índice 
estomático 

 

LE 
(µm) 

ACO 
(µm) 

Índice 
estomático 

 

LE 
(µm) 

ACO 
(µm) 

 

T 
CMC-40 Señorita 

ABA ADA ABA ABA ABA ADA ABA ABA 

1 9,85 c 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 86,35 d 18,22 e 

3 12,41 b 0,41 d 95,31 bc 24,39 cd 16,44 ab 0,88 bcd 83,35 d 23,68 c 

4 12,75 b 0,64 cd 78,57 d 25,49 c 14,23 bc 0,14 d 92,09 c 19,84 d 

5 12,02 b 1,08 c 80,88 d 24,38 cd 17,51 ab 1,91 a 91,59 c 27,34 ab 

6 12,14 b 2,20 ab 83,43 cd 33,33 a 16,77 ab 1,72 ab 93,59 bc 26,18 b 

7 12,92b 2,31 a 89,40 bcd 27,85 b 18,80 a 1,54 abc 97,95 ab 27,74 a 

8 9,89 c 2,96 a 87,82 bcd 29,06 b 12,06 c 1,35 abc 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: ácido naftalenacético 
T: Tratamientos; LE: Longitud de los estomas; ACO: Ancho de las células oclusivas 
(Tratamiento 1:  Medio Control: 0.01 mg L

-1
 ANA, Tratamiento 2: Control Absoluto: combinación 

(sin reguladores), Tratamiento 3: 5 mg L
-1

 Pectimorf®, Tratamiento 4: 10 mg L
-1

 Pectimorf®, 
Tratamiento 5: 15 mg L

-1
  Pectimorf®, Tratamiento 6: Combinación (0.01 mg L

-1
 ANA + 5 mg L

-1
 

Pectimorf®), Tratamiento 7: Combinación (0.01 mg L
-1

 ANA + 10 mg L
-1

 Pectimorf®), Tratamiento 8: 
Combinación (0.01 mg L

-1
 ANA + 15 mg L

-1
 Pectimorf®)) Medias con letras distintas difieren 

estadísticamente según la prueba de Duncan p≤ 0.05. (* Significativo para p<0,1; **significativo para 
p<0,01; ***significativo para p<0,001) (DE Desviación Estándar). 

En el cultivar ´Señorita´, el índice estomático de la superficie abaxial alcanzó los 

mayores valores en los tratamientos 2 y 7, los cuales no difirieron significativamente 

entre sí y tampoco de los tratamientos 3, 5 y 6. Los valores más bajos para este 

carácter fueron 1, 4 y 8, correspondientes al tratamiento control, 10 mg L-1 Pectimorf® 

y la combinación de 0,01 mg L-1 ANA+ 15 mg L-1 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 más 

bajo fue en el tratamiento 4, el cual no difirió significativamente con 1 y 3. También 
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en el cultivar ´Señorita´ la aplicación del Pectimorf® produjo un incremento del índice 

estomático.  

El Pectimorf® aumentó el índice estomático y probablemente repercutió en el 

desarrollo de las vitroplantas en la fase de aclimatización al influir en la actividad 

fotosintética y evitar un exceso de transpiración, lo que se evidenció en la 

supervivencia de las vitroplantas en ambos cultivares de yuca. 

Estos resultados coinciden con Altamura et al., (1998), quienes señalaron que los 

tratamientos con mezclas de oligogalacturónidos biológicamente activos, modifican el 

tamaño de los estomas en explantes de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) 

desarrollados en medios de cultivo con concentraciones específicas de auxinas.  

Al analizar longitud de los estomas (Tabla 13), en ´CMC-40´ hubo diferencias 

significativas entre los tratamientos, los máximos 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 difirió 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-1 Pectimorf® y sin ANA, sin diferencias significativas entre ellos. Estos 

resultados indican que el producto modificó la longitud de las células estomáticas, lo 

cual se traduce en que estomas más pequeños propician menos pérdida de agua por 

evapotranspiración y por ende una mejor supervivencia de las plantas en la fase de 

aclimatización.  

En el cultivar ´Señorita´ también hubo diferencias significativas entre los tratamientos 

para este carácter (Tabla 13). Los estomas de mayor longitud fueron aquellos que se 

desarrollaron en los tratamientos 1 y 7, los cuales no difirieron estadísticamente entre 

sí pero si del resto. El tratamiento 7 tampoco difirió de los tratamientos 6 y 8 

correspondientes a los medios donde se empleo el Pectimorf® en presencia de ANA. 

Se alcanzaron los valores más bajos para la longitud de los estomas en los 

tratamientos 2 y 3, correspondientes al medio sin reguladores y 5 mg L-1 Pectimorf® 

(T3) sin diferencias significativas entre ellos. Al igual que en el cultivar ´CMC-40´, los 

resultados indican que el producto también disminuyó la longitud de las células 
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estomáticas, lo cual facilita menos pérdida de agua, resultando de gran importancia 

en el proceso de aclimatización.   

En cuanto al ancho de las células oclusivas en ´CMC-40´ hubo diferencias 

significativas entre los tratamientos (Tabla 13). El mejor tratamiento fue T6, el cual 

difirió significativamente del resto. El tratamiento control no difirió significativamente 

de 7 y 8 correspondientes a los medios donde se empleó el Pectimorf® en presencia 

de ANA. Los tratamientos 3, 4 y 5 no difirieron entre ellos y mostraron valores 

intermedios para este carácter y corresponden a los medios donde se añadió el 

producto como sustituto de ANA. En la tabla anterior se observa que el cultivar 

´Señorita´ 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 añadió 15 mg L-1 de Pectimorf® en 

ausencia y presencia de ANA y 10 mg L-1 de Pectimorf® en presencia de ANA, los 

cuales no difirieron de T6. Los valores más bajos de este carácter fueron para los 

tratamientos 2, 3 y 4, los cuales mostraron diferencias significativas entre ellos.  

En ambos cultivares, los valores más bajos coinciden con la inclusión del Pectimorf® 

en el medio de cultivo, lo cual se traduce en la reducción del ancho de las células 

oclusivas, probablemente esta modificación contribuyó positivamente en la 

aclimatización de las plantas.  

Si valoramos el tamaño de los estomas influenciado por la longitud y el ancho de las 

células guardianas en la superficie abaxial, podríamos decir que nuevamente el 

tratamiento 4 (10 mg L-1 Pectimorf® como sustituto del ANA), al menos en estas 

condiciones de cultivo, en los cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´ provocó 

modificaciones en la estructura de las células guardianas, se mostraron más 

pequeñas en largo y ancho respecto al tratamiento control, esto pudo favorecer la 

etapa de aclimatización ya que se lograron plántulas más preparadas a las 

condiciones ex vitro, por consiguiente con posibilidades de estresarse menos al 

transitar hacia las nuevas condiciones de autotrofismo.  

La morfología 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 variación de las 
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características de los estomas podría desempeñar un papel importante en el proceso 

de aclimatación de una especie al ambiente. 

Álvarez et al. (2012) lograron resultados similares en el cultivo del frijol (Phaseolus 

vulgaris L), al estudiar el efecto del Pectimorf® en la morfología y distribución de los 

estomas. Los resultados permitieron aseverar que la mezcla de oligogalacturónidos 

provocó modificaciones en la densidad estomática y tamaño de las células 

guardianas, en la superficie adaxial se observó diferencia en cuanto a la longitud de 

los estomas.   

Por otra parte en la tabla 14, los resultados del análisis histológico en las hojas de las 

vitroplantas de yuca al finalizar la fase de aclimatización, también se manifestó que el 

empleo del Pectimorf® modificó algunos de los caracteres evaluados. En ambos 

cultivares, ´CMC-40´ y ´Señorita´, el índice estomático no mostró diferencias 

significativas entre los tratamientos, sin embargo, modificó el tamaño de los estomas 

ya que alteró 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 

µm y en ´Señorita´ fue de 238,51 µm en las plantas in vitro provenientes del medio 

con 10 mg.L-1 Pectimorf®. El resto de los caracteres no mostraron diferencias 

significativas. 

El tamaño de los estomas es un factor clave en el proceso de aclimatización, al 

existir una relación inversa entre el tamaño del estoma y la resistencia al estrés 

hídrico (Aasaman et al. 2001). Igual colectivo de autores comentan que el tamaño de 

los estomas y el índice estomático parecen ser las variables más sensibles al cambio 

en las condiciones ambientales, lo que evitaría el exceso de transpiración y permitiría 

una mejor adaptación de las plantas a condiciones de mayor demanda hídrica.  

En este sentido, los resultados obtenidos indican que, al menos en estas 

condiciones, el Pectimorf®, modificó probablemente los patrones de desarrollo y 

distribución de los estomas en las plantas de yuca, donde el efecto se hizo más 

evidente cuando se añadió el producto al medio de cultivo, lo cual podría deberse a 

que las vitroplantas están 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 índice estomático, longitud de los estomas y 
ancho de las células oclusivas del estoma en hojas de plantas de yuca, con 35 días de la 
aclimatización (n= 12). 

 
 
 
 
 

Tratamientos 

Índice 
estomático 

 

Longitud 
de los 

estomas 
(µm) 

Ancho de 
las células 
oclusivas 

(µm) 

Índice 
estomático 

Longitud 
de los 

estomas 
(µm) 

Ancho de 
las 

células 
oclusivas 

(µm) 

CMC-40 Señorita 

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: ácido naftalenacético 

1: Control: plantas in vitro provenientes del medio control 0,01 mg L
-1

 ANA, 2: plantas in vitro provenientes 

del medio con 10 mg L
-1

 Pectimorf
®
). Medias con letras distintas difieren estadísticamente según la prueba 

de Duncan p≤ 0,05. (***Significativo para p≤0,001) (DE Desviación Estándar). 

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

los órganos y células vegetales (Bellicampi et al., 2011) y la diferenciación de 

estomas y células del periciclo (Yin et al., 2006). 

Estos resultados indican que Pectimorf® no solo favoreció los procesos de 

crecimiento y desarrollo de las plantas durante la fase in vitro, lo que permitió la 

obtención de plantas mas vigorosas, sino que influyó además en el tamaño de los 

estomas, lo cual permite a la planta una menor evapotranspiración durante la 

aclimatización y con ello elevó el índice 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 desempeñar el Pectimorf® u otros oligos 

en la histología 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 histología de las 

plantas y profundizar en los mecanismos de acción de esta mezcla de 

oligogalacturónidos para lograr determinar cuáles son realmente las vías por las que 

ejerce su acción. 
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 Anatomía de las raíces 

En los tratamientos con Pectimorf®, se observó la presencia de raíces engrosadas y 

al realizar el corte histológico de las mismas, se evidenció en ambos cultivares 

granos de almidón con forma de estructura redondeada o esféricos y de tamaño 

desigual (Figura 21). 

 

Ga: Granos de almidón (100x) 

Figura 21. Fotomicrofotografía de corte transversal de raíces de plántulas de yuca. 
Cultivar ´CMC-40´: control (1) y provenientes del medio con 10 mg L

-1
 Pectimorf

®
 (2). Cultivar 

´Señorita´: control (3) y provenientes del medio con 10 mg L
-1

 Pectimorf
®
 (4). Las flechas indican la 

presencia de granos de almidón en las células.   

Estos resultados coinciden con lo informado en la literatura (Cereda, 2000; Hoover, 

2002; Alvis et al., 2008), quienes además señalaron que la estructura típica del 

almidón en papa (Solanum tuberosum L.) tiene forma ovoide y en el ñame 

(Dioscorea spp) su forma es lenticular. 

En ambos cultivares, la presencia de Pectimorf® aumentó el número de granos de 

almidón presentes en las células. Los granos de almidón en las raíces de yuca 

juegan un importante papel en la reserva de energía de la planta. 

Partiendo de que la yuca tiene su principal valor económico en su órgano de reserva 

o almacenamiento de energía, las raíces, y sus diversos usos en la alimentación 

humana y animal, los resultados antes expuestos son muy importantes; ya que el 

Pectimorf® produjo un efecto positivo sobre la acumulación de almidón, aumentando 

el grosor de las raíces en este cultivo.  

B 

  

Ga 
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4.3.2 Número cromosómico en ápices radiculares de plantas  

Las plantas que se obtienen por el empleo del cultivo in vitro resulta de gran 

importancia el estudio del número cromosómico, ya que permite en etapas 

tempranas de la micropropagación, comprobar si existe o no variabilidad en este 

sentido del material propagado.  

En los cultivares analizados y para los diferentes tratamientos, se pudo comprobar 

que se mantuvo la condición diploide, con la presencia de 2n=2x=36 cromosomas, lo 

que es característico de esta especie, se comprobó que al emplear el Pectimorf® no 

se produjeron cambios en el número de cromosomas; lo cual denota la no influencia 

de este producto sobre el nivel de ploidía de las células (Figura 22). Hasta el 

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

 
 

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

Martínez et al., (2005) y Castilla et al., (2009), señalaron que el número de 

cromosomas permite la verificación de la estabilidad genética en plantas propagadas 

mediante el cultivo de tejidos in vitro, que podría ocasionar alteraciones del material 

hereditario y permite, en etapas tempranas de la micropropagación de una especie, 

comprobar si existe o no variabilidad en cuanto al número cromosómico.   

Según Beovides (2001) y Xiques (2002), los estudios en este campo se relacionan, 

principalmente, con el análisis de divisiones meióticas y mitóticas, las variaciones 

cromosómicas estructurales y numéricas, el análisis de la ploidía, así como la 

determinación del número cromosómico mediante el estudio de cariotipo. 
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Los resultados demostraron que Pectimorf® no produjo cambios en el número de 

cromosomas; lo que denota la no influencia de este producto sobre el nivel de ploidía 

de las células, estos son de gran importancia, ya que hasta el momento no existen 

informes en la literatura consultada sobre la acción o efecto de los 

oligogalacturónidos sobre el número cromosómico en yuca.  

4.3.3 Estudios isoenzimáticos del material propagado   

Los sistemas isoenzimáticos peroxidasas (Prx), esterasas (Est), anhidrasa carbónica 

(AC), fosfatasas ácidas (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 monomórficos, ya que todas las 

bandas fueron comunes en posición e intensidad en todos los tratamientos en 

estudio, sin embargo se apreciaron diferencias en los patrones entre los cultivares 

estudiados.  

 

Figura 23. Zimograma de peroxidasas (Prx) 

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

El sistema peroxidasas (Figura 23) resultó monomórfico en cada cultivar, y mostró un 

total de 7 bandas. No se presentaron diferencias en el número 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´ presentó una 

banda distintiva con Rf 0,20, así como mayor intensidad de tinción de la tercera 

banda (Rf 0,14), mientras que ´Señorita´ no mostró la banda de 0,20 Rf y sí una 

banda de muy ligera intensidad con un Rf 0,36 que no apareció en ´CMC-40´.  

En trabajos realizados por González (2002), con el objetivo de detectar la posible 

variabilidad genética inducida por las técnicas del cultivo in vitro en la yuca, 

encontraron pequeñas diferencias en los patrones electroforéticos para el sistema 

isoenzimático peroxidasas en el cultivo de meristemos y la embriogénesis somática, 

por ejemplo, en el caso del cultivar „CMC-76‟, el zimograma mostró siete bandas en 

total, que estaban presentes en las plantas obtenidas por embriogénesis somática 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 podría emplearse como marcador genético para diferenciar cultivares de 

yuca.  

Las peroxidasas son un grupo de isoenzimas con participación activa en la 

lignificación de la pared celular y la regulación de los niveles de auxina, además, 

pueden relacionarse con el desarrollo de otros estados fisiológicos en las plantas 

(González, 2002). 

Las isoenzimas peroxidasas intervienen en la biosíntesis de los componentes de la 

pared celular y la diferenciación celular. Son consideradas marcadores bioquímicos 

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®, apareció la inhibición de isoformas, en lugar de la 

inducción, lo cual pudo deberse a la inducción de vías diferentes de defensa que no 

involucran procesos de oxidación reducción de derivados fenólicos (Hernández 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 polimórficas. 

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 sucedió lo 
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mismo este sistema permitió detectar diferencias polimórficas entre los cultivares 

´CMC-40´y ´Señorita´.  

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 más 

utilizadas como marcador genético en la identificación del genoma en plantas, como 

es el caso del género Musa, donde se han podido detectar diferencias entre especies 

y cultivares de bananos (Román, 2004; Román et al., 2004). 

En nuestro caso, determinó que este sistema no presentó alteraciones con los 

diferentes tratamientos aplicados, mostrando estabilidad y podría emplearse como 

marcador genético en la identificación de los cultivares de yuca estudiados. 

En el sistema esterasas (Figura 24), se encontró un total de nueve bandas, de las 

cuales ocho fueron comunes en posición e intensidad para los tratamientos en 

ambos cultivares; sin embargo, se observó una banda más con Rf 0,26 para el 

cultivar ´CMC-40´. Este sistema fue monomórfismo, ya que todos los tratamientos 

evaluados presentaron igual posición, número e intensidad de bandas en ambos 

cultivares.   

 

Figura 24. Zimograma de Esterasas (Est)  
Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L-1 ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores 
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L-1 Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L-1 Pectimorf®, 5- Medio 
4: 15 mg L-1  Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L-1 ANA + 5 mg L-1 Pectimorf®), 7- Medio 6: 
(0,01 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L-1 ANA + 15 mg L-1 
Pectimorf®). 
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Son numerosos los autores que utilizan este sistema isoenzimático en la 

caracterización 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 (Román et al., 

2004; Dueñas, 2005), en mandarina ´Cleopatra´ (Citrus reshni Hort ex Tan) 

(Hernández et al., 2007), en tomate (Solanum lycopersicum L.) (Lara et al., 2003) y 

fresa (Fragaria ananassa) (Kessel et al., 2014). 

Según 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 expresión 

enzimática les confiere gran importancia en estudios genéticos, por ello son 

utilizadas para estudiar los diferentes estadios de desarrollo. En este caso, la adición 

de la mezcla de oligogalacturónidos en el cultivo in vitro de segmentos nodales de 

yuca, no afectó la estabilidad genética en ambos genotipos. 

Como se aprecia en la figura 25, el sistema anhidrasa carbónica mostró un total de 

cinco bandas, de las cuales cuatro fueron comunes en posición, número e intensidad 

para los tratamientos empleados en ambos cultivares; sin embargo, se observó una 

banda distintiva para el cultivar ´Señorita´ con Rf de 0,19. Este sistema resultó 

monomórfico para ambos cultivares y los tratamientos que se emplearon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Zimograma de Anhidrasa Carbónica (AC)   
Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L-1 ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores 
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L-1 Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L-1 Pectimorf®, 5- Medio 
4: 15 mg L-1  Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L-1 ANA + 5 mg L-1 Pectimorf®), 7- Medio 6: 
(0,01 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L-1 ANA + 15 mg L-1 
Pectimorf®). 



 

88 

 

Los resultados coinciden con González (2002), quien no encontró diferencias en este 

patrón 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 ácidas se encontró un total 

de siete bandas y cuatro fueron comunes en posición, número e intensidad para los 

tratamientos empleados en ambos cultivares; sin embargo en el cultivar ´Señorita´ se 

observó la ausencia de dos bandas (Rf 0,12 y Rf 0,20) y la banda 6 de Rf 0,14, 

mostró menor intensidad. Este sistema no reflejó variaciones en el número e 

intesidad de las bandas en relación con los tratamientos aplicados; lo que demuestra 

que el Pectimorf® no produjo ningún cambio sobre este sistema en ninguno de los 

cultivares estudiados.   

 
Figura 26. Zimograma de Fosfatasas ácidas (FAc).   
Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L-1 ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores 
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L-1 Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L-1 Pectimorf®, 5- Medio 
4: 15 mg L-1  Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L-1 ANA + 5 mg L-1 Pectimorf®), 7- Medio 6: 
(0,01 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L-1 ANA + 15 mg L-1 
Pectimorf®). 

Los resultados obtenidos coinciden con González (2002), quien informó que las 

isoenzimas fosfatasas ácidas fueron monomórficas en estudios de variabilidad 

genética en el cultivo de la yuca (Manihot esculenta C.). Por otra parte, Román 

(2004) encontró muy poco polimorfismo en este sistema al estudiar un grupo de 

cultivares de plátanos (subgrupo AAB). 
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En el sistema isoenzimático polifenoloxidasas (Figura 27), se encontraron un total de 

seis bandas, todas fueron comunes en posición, número e intensidad para los 

tratamientos empleados en ambos cultivares. Este sistema presentó 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 número de bandas totales (6) al determinar las afinidades 

genéticas entre 12 cultivares de yuca de importancia económica para Cuba y 

permitió identificar diferencias entre los cultivares ´CMC-40´y ´Señorita´. Las 

diferencias encontradas con nuestros resultados, 7 y 5 bandas totales para ´CMC-40´ 

y ´Señorita´ respectivamente, podrían deberse a la época, edad de las plantas y 

condiciones de cultivo establecidas en ambas investigaciones, ya que las isoenzimas 

son marcadores de expresión génica, que están influidas por las condiciones 

ambientales.  

Figura 27. Zimograma de Polifenoloxidasas (Ppo) 
Leyenda: 1- Medio Control: 0,01 mg L-1 ANA, 2- Medio 1: Control Absoluto (sin reguladores 
del crecimiento), 3- Medio 2: 5 mg L-1 Pectimorf®, 4- Medio 3: 10 mg L-1 Pectimorf®, 5- Medio 
4: 15 mg L-1  Pectimorf®, 6- Medio 5: (0,01 mg L-1 ANA + 5 mg L-1 Pectimorf®), 7- Medio 6: 
(0,01 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 Pectimorf®), 8- Medio 7: (0,01 mg L-1 ANA + 15 mg L-1 
Pectimorf®). 

Las Polifenoloxidasas en las plantas, participan en la defensa y biosíntesis de los 

fenilpropanoides, regulación del oxígeno plastídico y en el transporte de electrones 

(Valdés et al., (2003). Estudios por otros autores en bancos de germoplasma 

cubanos de diferentes cultivos de reproducción agámica, 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 (Rodríguez et al., 2001).  

Medina et al., (2003), realizaron estudios de estabilidad genética en plantas de yuca 

regeneradas a partir de embriones somáticos comparados con la organogénesis 

como control, y concluyeron que el número cromosómico y los zimogramas de ocho 

sistemas izoenzimáticos permanecieron estables. Los estudios previos respecto a la 

estabilidad de plantas de yuca regeneradas por organogénesis y embriogénesis 

somática, han revelado que son estables. Los ligeros cambios encontrados en 

algunos caracteres cualitativos, mostraron poseer un origen epigenético, debido a 

modificaciones de procesos fisiológicos 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 isoenzimáticos estudiados en los 

diferentes tratamientos, indican que el Pectimorf® no ejerció ningún efecto sobre la 

expresión de los genes asociados a la producción de isoformas, al menos a este 

nivel de expresión.  

La anterior confirmación constituye un resultado novedoso y de gran valor práctico 

que garantizará la estabilidad del material de plantación que se produzca con el 

empleo del Pectimorf®.  

4.3.4 Análisis de marcadores RADP en plantas micropropagadas de yuca 

Todos los iniciadores amplificaron en cantidad, calidad y reproducibilidad las bandas. 

Los más 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 ´Señorita´. El UBC-240 fue el que menos bandas 

amplificó con un total de tres en el cultivar ´CMC-40´ y cuatro en ´Señorita´ (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. Número total de bandas monomórficas detectadas con cada iniciador en 
vitroplantas de yuca, provenientes del 2do subcultivo (n=3) 

Iniciador 

Total de bandas detectadas por Iniciador 
Total de Bandas 
Monomórficas 

Porcentaje de 
Bandas 

Monomórficas 

Cultivares 

Cultivares Cultivares CMC-40 Señorita 

Planta obtenida in vitro 

Control Pectimorf® Control Pectimorf® CMC-40 Señorita CMC-  40 Señorita 

UBC-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 utilización de técnicas moleculares ha permitido complementar la información 

obtenida a través de la caracterización morfológica e isoenzimática. Entre las 

técnicas de marcadores moleculares más usadas para caracterizar y evaluar la 

variabilidad genética existente en los bancos de germoplasma se encuentra la 

amplificación aleatoria de ADN polimórfico (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 (Supajit et al., 2011, Olasanmi et al., 2014, Kyaligonza 

et al., 2014), así mismo, los RAPDs han sido usados para el estudio de la diversidad 

genética de pequeños 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 plátano ´Nanjanagudu Rasabale´(AAB) se encontró que de los 50 

iniciadores que se analizaron por la técnica de RAPD, todas las bandas eran 

monomórficas y que no había variabilidad genética entre las plántulas que se 

analizaron cuando se obtuvieron en un medio modificado con 6-BAP (22,4 µM) y 

Kinetina (4,65 µM) (Venkatachalam et al., 2007). También González 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 somática y evaluada la 

variabilidad genética con 10 iniciadores RAPD. 
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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 Señorita procedente del medio contro 
T4-- vitroplanta yuca cultivar Señorita procedente del medio con Pectimorf

®
 

Figura 28. Productos de amplificación de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) del ácido 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 demostró homogenidad genética en los propágulos que se 

regeneraron en comparación con las plantas madres cuando se realizo el análisis 

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 identificación de 

cultivares (Asante y Offei, 2003; Zacarias et al., 2004; Rimoldi et al., 2010). Así 

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 años 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 

análisis complementarios los estudios de estabilidad genética del material vegetal 

generado a fin de garantizar su identidad genética.  

 

Los resultados de la presente investigación, constituyen un aporte científico y 

práctico, para la micropropagación de la yuca, ya que posibilita modificar los 

protocolos empleados para ello con la incorporación de un producto cubano, que 

permite la obtención de vitroplantas más vigorosas, con elevados porcentajes de 

supervivencia durante la aclimatización y estabilidad del material obtenido. Por ello, 

se propone una modificación al protocolo empleado (Figura 29). Esta nueva 

metodología puede ser usada como alternativa para la propagación masiva en la 

obtención de material de alta calidad en los cultivares de yuca ´CMC-40´y ´Señorita´.  
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Figura 29. Modificaciones propuestas a la metodología para la propagación in vitro de la yuca, cultivares ´CMC-40´ y 
´Señorita´ 
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5 CONCLUSIONES 

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

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

2. Se evidenció una acción favorable de Pectimorf® sobre las variables del 

crecimiento evaluadas sobre ápices y yemas de dos cultivares de yuca ´CMC-

40´ y ´Señorita´. durante el proceso de micropropagación, así como su efecto 

residual durante el período de aclimatización en ambos cultivares. 

3. En ambos cultivares, el empleo de Pectimorf® a una concentración de 5 mg L-1 

en sustitución de ANA en los medios de cultivo para el crecimiento de ápices, 

brindó resultados similares al medio control.  

4. En la fase de multiplicación (yemas axilares) el empleo de Pectimorf® a 10 mg 

L-1 en ambos cultivares resultó adecuado, obteniéndose resultados superiores 

al medio control con 0,01 mg L-1 de ANA.  

5. Se comprobó el efecto residual de Pectimorf® sobre las vitroplantas, lo cual se 

manifestó por un aumento en la tasa de crecimiento de las mismas, así como 

algunos cambios en la anatomía de las hojas, que provocaron un mayor 

porcentaje de supervivencia en la fase de aclimatización. 

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

características genéticas de las plantas micropropagadas.  
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6 RECOMENDACIONES 

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

cultivares ´CMC-40´ y ´Señorita´. 

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 

generalización en el país.  

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 Agronomía y Ciencias Biológicas. 
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8 ANEXOS 

 

Anexo1. Características químicas del sustrato empleado para los diferentes 

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

´CMC-40´ y ´Señorita´. 

pH 

H2O 

MO 

(%) 

P2O5 

(mg.100g
-1

) 

  Ca                  Mg                     Na               K 

(cmol kg
-1

) 

7,5 20,7 460 23,5 15,0 0,15 0,22 

 

 

Anexo 2. Composición 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 20,0 g 

CaCl2 0,96 ml 

Micros 0,33 ml 

KI 0,33 ml 

Tiamina 0,13 mg 

Mioinositol 0,033 mg 

ANA ( Ácido nalftalenacetico) 0,01 mg 

Agar 6,5 g 

pH 5,7 
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