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RESUMEN

La malanga es un cultivo de alta demanda en Cuba y que en los ultimos afios ha visto
afectados sus rendimientos, principalmente debido a un manejo incorrecto de la semilla
y con ello a la diseminacion de agentes patégenos cuyo efecto se conoce como
‘pudriciones secas’. Dentro de las tacticas de manejo de este sindrome, se encuentra
iniciar un programa de utilizacion de semilla sana a través del uso de plantas
producidas in vitro, Unica via de plantar un material libre de la enfermedad. Varios
reguladores de origen natural se han desarrollado en los ultimos afios con una
aplicacion importante en la biotecnologia vegetal. Entre ellos, los brasinoesteroides y
las oligosacarinas, poseen un enorme potencial. La obtencién y purificacion de
oligogalacturénidos bioactivos, como el Pectimorf®, una mezcla de oligosacarinas
bioactivas, ha permitido la sustitucién parcial o total de algunos reguladores comerciales
en la micropropagacién de varias especies. Se evalué el efecto de este producto
bioactivo cubano en las diferentes fases de la propagacion in vitro (establecimiento,
multiplicacion y enraizamiento) del cultivar de malanga Xanthosoma sagittifolium (L.)
Schott ‘INIVIT-MX-2008'. El Pectimorf® tuvo un efecto positivo en la sustitucién de los
reguladores del crecimiento durante las tres fases de la micropropagacién de este
cultivar de malanga. Es factible sustituir totalmente los reguladores del crecimiento
tradicionales utilizados en la micropropagacion de la malanga ‘INIVIT-MX-2008" por el
bioproducto Pectimorf® de produccién nacional a concentraciones entre 5,0 mg.Iy 10,0
mg.I.
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EFFECT OF PECTIMORF® AS A GROWTH REGULATOR ON THE
MICROPROPAGATION OF THE 'INIVIT MX-2008' CULTIVAR

(Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott)

ABSTRACT

Cocoyam is a highly demanded crop in Cuba. In recent years its yields have been
affected, mainly due to incorrect handling of the seed, this situation brings about the
dissemination of the pathogens whose effect is known as 'dry rot. Management
practices of this syndrome include to initiate a program of healthy seed utilization
through the use of vitro plants, this is the only way to plant a disease-free material.
Several regulators of natural origin have been developed in recent years with an
important application in plant biotechnology. Among them, the brassinosteroids and the
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oligosaccharides, have an enormous potential. The production and purification of
bioactive oligogalacturonides, such as Pectimorf®, a mixture of bioactive
oligosaccharins, has allowed the partial or total substitution of some commercial
regulators in the micropropagation of several species. An evaluation was carried out on
the effects of this bioactive Cuban product on the different phases of in vitro propagation
(establishment, multiplication and rooting) of the cocoyam cultivar Xanthosoma spp
'INIVIT MX-2008'. Pectimorf® had a positive effect on the substitution of growth
regulators during the three phases of micropropagation of this cocoyam cultivar. It is
feasible to completely replace growth regulators traditionally used in the
micropropagation of cocoyam 'INIVIT-MX-2008', by the national product Pectimorf® in
concentrations between 5,0 mg.I'* and 10,0 mg.I2.

Keywords: establishment, oligogalacturonides, in vitro propagation.

INTRODUCCION

La malanga es un cultivo de alta demanda en Cuba y que en los ultimos afios ha visto
afectados sus rendimientos, principalmente debido a un manejo incorrecto de la semilla
y con ello a la diseminacion de agentes patdgenos cuyo efecto se conoce como
‘pudriciones secas’ (Davila et al., 2010). Dentro de las tacticas de manejo de este
sindrome, se encuentra iniciar un programa de utilizacion de semilla sana a través del
uso de plantas producidas in vitro, Unica via de plantar un material libre de la
enfermedad (Folgueras, 2012).

La biotecnologia se convierte asi en una via imprescindible para incrementar la
produccion de este cultivo. ElI Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT, Cuba), con amplia experiencia en el uso
de técnicas de cultivo in vitro, es el encargado de suministrar los explantes con que
inician las biofabricas la multiplicacién in vitro masiva de cultivares de malanga.

Aunque se conocen varias metodologias para la multiplicacién in vitro de los dos
géneros comerciales (Xanthosoma spp. y Colocasia esculenta L.) (Téllez, 2008), la
inestabilidad de algunos reactivos y la respuesta particular in vitro de cada cultivar,
hacen necesaria la basqueda de nuevas alternativas eficientes. Los reguladores del
crecimiento son elementos clave en el proceso y estan entre los de mayor precio, a
pesar de que se usan en cantidades muy pequefias. Por ello, resulta ventajosa la
optimizacién de su uso o la sustitucion por biorreguladores mas eficientes o de menor
costo. Diversos paises han visto la necesidad de investigar la forma de sustituir los
reguladores sintéticos del crecimiento con productos naturales que puedan ejercer la
misma actividad (Pérez et al., 1998).

Varios reguladores de origen natural se han desarrollado en los ultimos afios con una
aplicacién importante en la biotecnologia vegetal. Entre ellos, los brasinoesteroides y
las oligosacarinas poseen un enorme potencial. La obtencién y purificacion de
oligogalacturénidos bioactivos, como el Pectimorf®, una mezcla de oligosacarinas
bioactivas (Cabrera, 2002), ha permitido la sustitucion parcial o total de algunos
reguladores comerciales en la micropropagacién de varias especies (Terrero, 2010) con
muy buenos resultados; sin embargo, varios aspectos deben ser optimizados para cada
especie, cultivar y fase de la propagacion (Ramos et al., 2013).

El Pectimorf® tiene diferentes efectos biolégicos en plantas y varias aplicaciones
agricolas. Entre ellas, se ha demostrado que estimula la elongaciéon de las raices y ha
sido empleado para promover diferentes procesos en plantas, tanto in vitro como ex
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vitro (Gonzalez-Pérez et al., 2012; Suarez et al., 2013; Falcon et al., 2015; Borges et al.,
2015).

Los reguladores del crecimiento tienen un precio superior al de este producto natural
(Pectimorf®), y eso lo hace util en los procesos de multiplicacién in vitro en los que, por
su efecto auxinico o citoquininico, puede sustituir parcial o totalmente los reguladores
del crecimiento tradicionales (Cabrera, 2002). Por esa razén, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto del Pectimorf® en las diferentes fases de la micropropagacion del
cultivar de malanga ‘INIVIT-MX-2008’ (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott.).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el cultivar de malanga ‘INIVIT MX-2008, (Xanthosoma sagittifolium (L.)
Schott) cultivar promisorio del grupo ‘Blanco’ en proceso de introduccion vy
generalizacion en Cuba. El procedimiento de desinfeccion incluyé la inmersion de los
apices en hipoclorito de sodio al 3% durante 25 minutos y en todos los casos se
utilizaron apices de las yemas axilares con tamafios entre 0,3 y 0,4 cm. Se empled la
metodologia descrita por Garcia et al. (1999).

Efecto del Pectimorf® como regulador del crecimiento en la etapa de
establecimiento
Este experimento tiene la finalidad de evaluar el desarrollo de los explantes en esta fase
y el efecto del biorregulador sobre los mismos.
El establecimiento se realizé en el medio de cultivo constituido por el 80% de las sales y
vitaminas “MS” (1962); 30 g.I'* de sacarosa; 0,1 g.I'* de myoinositol, el pH fue ajustado a
5,7 con NaOH 0,5 N y/o HCL 0,5 N antes de la esterilizacion en autoclave. Y se
conformaron los siguientes tratamientos.

A. Sales y vitaminas MS + 0,1 mg.l"*de 6-BAP (Control)*

B. Salesy vitaminas MS + 1,0 mg.l"*de Pectimorf®

C. Salesy vitaminas MS + 5,0 mg.I"*de Pectimorf®

D. Sales y vitaminas MS + 10,0 mg.I"*de Pectimorf®

E. Salesy vitaminas MS + 15,0 mg.I"*de Pectimorf®
Las evaluaciones a los 30 dias consistieron en conocer sobre la supervivencia y calidad
del explante. Se evalué: altura del brote (cm), nUmero de hojas por explante, porcentaje
de contaminacién (%) y coeficiente de multiplicacion (CM).

Efecto del Pectimorf® como regulador del crecimiento en la etapa de
multiplicacién

El objetivo de este experimento fue valorar el efecto del Pectimorf® sobre el coeficiente
de multiplicacién y el desarrollo general del explante.

La multiplicacion se realizé en el medio de cultivo constituido por las Sales y vitaminas
“MS” (1962) suplementado con 30 g.I'* de sacarosa; 0,1 g.I'* de mioinositol. Y se
conformaron los siguientes tratamientos.

Sales y vitaminas MS + 3 mg.I" de 6-BAP+ 1 mg.I'* de AIA (Control)*

Sales y vitaminas MS + 1,0 mg.I"*de Pectimorf®

Sales y vitaminas MS + 5,0 mg.I"*de Pectimorf®

Sales y vitaminas MS + 10,0 mg.I*de Pectimorf®

Sales y vitaminas MS + 15,0 mg.I"*de Pectimorf®

moowz
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Al cabo de los 21 dias se evalu6 el coeficiente de multiplicacion (CM) por cada
tratamiento. Se evalud: altura de los brotes (cm), nUmero de hojas, cantidad de raices y
porcentaje de contaminacion (%). Estaran listas para la siguiente fase aquellas
plantulas que superen los 4 a 5 cm de altura y con un minimo de 3 a 5 hojas.

Efecto del Pectimorf® como regulador del crecimiento en la etapa de
enraizamiento

El tercer experimento se realizé con el propésito de lograr plantas con una alta calidad
para pasar a la fase de aclimatizacion y conocer el efecto del biorregulador. Se
consideran plantulas éptimas para la siguiente etapa, aquellas ya enraizadas con una
altura de 20 a 30 mm y, ademas, debe tener de dos a tres hojas (NRAG 205:11).

Para esta fase se utilizé el medio de cultivo de enraizamiento para la malanga
constituido por el 50% de las Sales y vitaminas “MS” (1962) suplementado con 15 g.I*
de sacarosa; solidificado con 6,5 g.I'*.de Agar E (BIOCEN) segun Garcia et al. (1999) y
se conformaron los siguientes tratamientos:

Sales y vitaminas MS + 1 mg.I"* de AIB (Control)*

Sales y vitaminas MS + 1,0 mg.I"* de Pectimorf®

Sales y vitaminas MS + 5,0 mg.I"* de Pectimorf®

Sales y vitaminas MS + 10,0 mg.I* de Pectimorf®

Sales y vitaminas MS + 15,0 mg.I'* de Pectimorf®

Las evaluamones realizadas a los 30 dias consistieron en: altura de la plantula (cm),
namero de hojas por plantula, cantidad de raices y porcentaje de contaminacion (%).

moowz

Procesamiento estadistico de los datos

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un analisis de varianza de
clasificacion simple (completamente al azar) para la variable altura del brote y la
comparaciéon multiple de medias se realiz6 segun Tukey HSD con el paquete estadistico
SPSS ver. 15.0. Al resto de las variables se le aplicd un andlisis de varianza por rangos
Kruskal-Wallis con posterior aplicacién del test de Mann-Whitney para la comparacién
de medias de rango. En todos los casos se consideré un nivel de significacién de
p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del Pectimorf® en la fase de establecimiento

A los 30 dias de cultivo, los explantes que se encontraban en el medio de cultivo de
establecimiento propuesto, presentaban una coloracion verde tipica del cultivar de
malanga en estudio y existia en ellos la emisién de al menos un par de hojas en estado
juvenil (Fig. 1).
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A- Control (sélo con hormonas comerciales), B-1,0 mg.I? de Pectimorf®, C-5,0 mg.I* de
Pectimorf®, D-10,0 mg.I"* de Pectimorf®, E-15.0 mg.I"* de Pectimorf®.

Figura 1. Aspecto de los apices de malanga ‘INIVIT-MX-2008 (Xanthosoma
sagittifolium (L.) Schott), a los 30 dias de implantacion en los medios ensayados.

Explantes con estas caracteristicas morfolégicas denotan una buena respuesta bajo las
condiciones in vitro ensayadas y permiten prepararlos para ser colocados en medio de
cultivo de multiplicacién al cumplir los 30 dias de cultivo.

Aun cuando la respuesta de los explantes fue positiva y superior al control en todos los
tratamientos donde se usé el Pectimorf® en establecimiento, se observaron diferencias
visuales y estadisticas contrastantes para las variables estudiadas (Tabla 1).

Tabla 1. Respuesta del cultivar ‘INIVIT MX-2008’ a diferentes dosis de Pectimorf® en
sustitucion de las hormonas comerciales durante la etapa de establecimiento.

Variables
Tratamientos Altura No. De hojas Coef. de multiplicacion
(cm) Media Media de rango Media Media de rango
A 2,56 b 2,00 28,10 b 1,60 26,30 b
B 2,60 b 2,40 31,30 ab 1,80 32,90 ab
C 3,62 a 2,80 40,50 ab 2,20 45,80 a
D 3,82a 3,20 50,80 a 2,20 45,80 a
E 3,92 a 3,00 45,60 a 2,00 39,20 ab
ES + 0,12*
CV (%) 14,53
KW = 18,99* 14,54*

Medias con letras iguales no difieren para p * Significacion para alfa = 0,05
A- Control (sélo con hormonas comerciales), B-1,0 mg.I* de Pectimorf®, C-5,0 mg.I* de
Pectimorf®, D-10,0 mg.I"* de Pectimorf®, E-15.0 mg.I* de Pectimorf®.

Los tratamientos donde se sustituyé la hormona comercial (6-BAP, 0,1 mg.I') mostraron
valores superiores en el coeficiente de multiplicacion, mayor altura del brote y un verde
mas intenso de las hojas respecto al control; se observé un mayor vigor de los
explantes en los tratamientos C y D (5 y 10 mg.lI"*de Pectimorf®). Variables como la
altura del brote muestran el efecto estimulante del biorregulador ensayado sobre los
apices desde dosis de 5,0 mg.l%, respecto a la media mas baja del tratamiento A
(control) (Fig. 2).
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Figura 2. Altura del brote (cm) en el cultivar ‘INIVIT MX-2008" a diferentes dosis de
Pectimorf® en sustitucion de los reguladores del crecimiento durante la fase de
establecimiento.

Usualmente en los meristemos y apices la citoquinina endégena es baja debido a que el
principal sitio de sintesis son las raices, por lo que la adicion exdgena de citoquininas
en los medios de establecimiento es generalizada. Hu y Wang (1983) reportan que en el
85% de los medios de establecimiento se utilizan citoquininas, las mas empleadas han
sido la 6 bencilaminopurina (6-BAP) (68%), la kinetina (23%) y el 2-IP y la zeatina (9 %)
(Roca y Mroginski, 1991).

De forma general en todos los trabajos relacionados con esta fase, la utilizacion de la
citoquinina 6-BAP en bajas concentraciones y la combinacion auxina-citoquinina (6-BAP
y AlA o Kin (kinetina) y AlA) permite los mejores resultados (Garcia et al., 1999; Dottin,
2000; Hossain, 2012). Es conocido el efecto como auxina o citoquinina del Pectimorf®
segun el balance hormonal del medio de cultivo (INCA, 2009), al que se responsabiliza
del buen desarrollo integral de los explantes en esta etapa inicial.

Resultados similares fueron obtenidos por Suarez y Hernandez (2015), en el
establecimiento in vitro de la yuca, cultivar seforita, donde las mejores dosis de
Pectimorf® para su establecimiento fueron de 5y 10 mg.I~.

Efecto del Pectimorf® en la fase de multiplicacién

Los tratamientos ensayados en la multiplicacibn donde se sustituyd totalmente los
reguladores del crecimiento (6-BAP y AIA) por dosis variables de Pectimorf®,
permitieron un buen desarrollo de los explantes y la obtencion de buenos coeficientes
de multiplicacion, altura del brote y nUmero de hojas que superan significativamente al
control (Tablas 2).
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Tabla 2. Respuesta del cultivar ‘INIVIT MX-2008’ a diferentes dosis de Pectimorf® en
sustitucion de los reguladores del crecimiento durante la fase de multiplicacion.

Variables
Tratamientos  Altura No. de hoja}s Coef. multiplicgcién
(cm) Media Media de Media Media de
rango rango
A 4,20 c 3,30 18,90 c 353 18,50b
B 4,72 c 3,60 23,90 bc 3,60 18,90b
C 520b 460 49,40a 540 52,30a
D 5,30 ab 480 54,20a 5,80 58,86 a
E 5,68 a 4,40 43,60 ab 480 4143a
ES + 0,10*
CV (%) 7,84
KW = 35,48* 14 ,54**

Medias con letras iguales no difieren; * Significacién para alfa = 0,05
A- Control (s6lo reguladores del crecimiento), B-1,0 mg.I* de Pectimorf®, C-5,0 mg.I? de
Pectimorf®, D-10,0 mg.I"* de Pectimorf®, E-15.0 mg.I"* de Pectimorf®.

Al analizar la altura de los brotes, pudo comprobarse que los tratamientos C, D y E
fueron significativamente superiores al resto de las variantes, sin embargo, por la
relativa importancia de esta variable en la multiplicacion, se identifican como los
mejores C y D que muestran coeficientes de multiplicacion mayores que E. Respecto a
los coeficientes de multiplicacion para las variantes donde se utilizé el Pectimorf® a
concentraciones mayores a 5,0 mg.l"%, son superiores a los hallados por Rodriguez et
al. (2004) cuando ensayaron varios medios de cultivo para la micropropagacion de
platano (Musa spp.) y malanga (Xanthosoma sagittifolium Schott) cultivar ‘Viequera’, los
gue estaban en un rango de 2,45 a 4,05.

La variante D (10,0 mg.L™?), fue la mejor con un coeficiente de multiplicacion de 5,80, sin
diferencias estadisticas con C (5,40) y E (4,80). Al analizar el namero de hojas emitidas,
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, pero resulté que la
variante D (10 mg.I'') presenté una media mayor de 4,8 hojas aunque no difirid
significativamente de los tratamientos C y E. Resultado que coincide con los de Suarez
y Hernandez (2015) que en investigaciones con el cultivo in vitro de la yuca (Manihot
esculenta Crantz), también notaron consecuencias positivas con el uso del Pectimorf®
en la multiplicacion; estos autores con idénticas combinaciones de la mezcla de
oligogalacturénidos lograron superar los resultados del regulador comercial (control) en
cuanto a numero de hojas y de brotes, lo que atribuyen, y se reafirma en este trabajo, a
qgue las dosis empleadas fueron capaces de provocar el balance hormonal endégeno
necesario para estimular el proceso de division celular que contribuye al desarrollo de
brotes y hojas.

Un efecto similar en esas variables y con similar concentracion del oligopectato
identificaron Lara et al. (2004) en lirio (Easter lily), Moya et al. (2006) en pifia (Ananas
comosus (L.) Cerril), y Fundora et al. (2013) en embriones somaticos de Citrus
macrophylla Wester, entre otros cultivos.
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A su vez, estos resultados difieren de los obtenidos por Suarez y Hernandez (2008) en
yuca y con los de Hernandez et al. (2009) quienes no lograron estimular
significativamente el desarrollo de brotes y hojas cuando emplearon este biorregulador
solo, en la multiplicacion de Spathiphyllum. Es mas conocido el efecto sinérgico de él en
sustituciones parciales de kinetina en Anthurium cubense (Montes et al., 2000) o del 6-
BAP en Spathiphyllum (Hernandez et al.,, 2009). Otros biorreguladores como la
Brasinolida también son capaces de expresar esa funcion sinérgica con la hormona AIA
y de comportarse indistintamente, como auxina o citoquinina en el cultivo in vitro vegetal
(Lozada, 2010).

Efecto del Pectimorf® en la fase de enraizamiento

Si bien en malanga esta fase no ha sido necesaria en ocasiones por la nobleza del
cultivo, que permite obtener raices en el medio de ahijamiento o multiplicacion (Igarza,
2004), la metodologia propuesta por Garcia et al. (1999) recomienda utilizar un medio
con 1,0 mg.I'*de AIB en esta fase. La adicién del Pectimorf® en todos los tratamientos,
estimuld el desarrollo radical en las plantas producidas in vitro, y demostré una vez mas
Su accion analoga a las auxinas en plantas. Las medias mas altas se observan en las
variantes C (5,0 mg.I'Y) y D (10,0 mg.I"), y también con E (15,0 mg.I"%), significativas
respecto a A (Control) y B (1,0 mg.I"!) (Tabla 3).

Tabla 3. Respuesta del cultivar ‘INIVIT MX-2008’ a diferentes dosis de Pectimorf® en
sustitucion de las hormonas comerciales durante la etapa de enraizamiento.

Variables
Tratamientos Altura No. de No. de raices
hojas Media Media de rango

A 5,28b 4,60 3,86 21,20 c
B 540D 4,73 4,20 28,60 bc
C 6,88 a 5,20 5,20 50,30 ab
D 6,83 a 5,26 5,40 53,00 a
E 7,28 a 5,00 4,60 36,90 abc

ES + 0,13*

CV (%) 7,57
KW = 5,19ns 26,77*

Medias con letras iguales no difieren * Significacion para alfa = 0,05

A- Testigo (s6lo hormonas comerciales), B-1,0 mg.I* de Pectimorf®, C-5,0 mg.It de Pectimorf®,
D-10,0 mg.I* de Pectimorf®, E-15.0 mg.I"* de Pectimorf®.

El aumento del nimero de raices, observado en los medios Cy D (5,0 y 10,0 mg.I* de
Pectimorf®), es de gran importancia, lo cual pudiese repercutir en una respuesta positiva
en la aclimatizacién de las plantulas formadas en dichos medios. Se observo la
formacion de mas de cinco raices bien desarrolladas, las que contribuiran al logro de
indicadores de supervivencia satisfactorios en la fase IV (Fig. 2).
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Figura 2. Desarrollo de las raices en plantas producidas in vitro de malénga ‘INIVIT MX-
2008’ obtenidas en cada uno de los tratamientos estudiados con el uso del Pectimorf®.

Paneque et al. (2004) se refieren a que el Pectimorf® a razén de 10,0 mg.I* favorecio la
emision de raices en boniato (I. batatas (L.) Lam) aunque no precisan su cuantia. En
tanto que Espinosa et al. (2005; citado por Lozada, 2010) con el uso del biorregulador
Brasinolida y AlA lograron una media de 2,56 raices por plantula en Solanum betaceum
(tomate de arbol), un 50% inferior a la observada en este estudio con malanga
Xanthosoma spp. De la misma forma Posada et al., (2016) lograron el mayor nimero de
plantas con raices en papaya (Carica papaya L.) cultivar Maradol Roja empleando
9 mg.I* de Pectimorf® combinado con 2 mg.I* de AIB.

En diferentes cultivos como el banano ‘FHIA-18 (Musa sp. AAAB) (Gonzalez et al.,
2006) y en yuca (Suarez y Hernandez, 2008), se observd también estimulacién en la
produccion de raices en estos cultivos cuando se aplicé el Pectimorf® a 10,0 mg.I.
Resulté evidente que dosis de 10,0 mg.It de Pectimorf® resultan suficientes para
sustituir completamente los reguladores del crecimiento que se usan actualmente en las
diferentes fases de la micropropagaciéon de la malanga Xanthosoma spp., lo cual se
encuentra dentro del rango en que se recomienda el uso de esta mezcla de
oligosacarinas que es entre 5y 20 mg.I"t (INCA, 2009; Falcén et al., 2015).

Asi se demuestran, una vez mas, el efecto estimulante y las potencialidades del
Pectimorf® como promotor de procesos morfogenéticos en especies vegetales; en este
caso, mostré su accion sobre la altura, el nUmero de hojas y raices y el coeficiente de
multiplicacion, aspectos medulares hacia el logro de la eficiencia del cultivo in vitro de
malanga Xanthosoma spp. Esta realidad lo valida como una alternativa promisoria en la
biotecnologia vegetal cubana en la sustitucion parcial o total de los reguladores del
crecimiento que tradicionalmente se emplean para esos fines.

CONCLUSIONES

Es factible sustituir totalmente los reguladores del crecimiento utilizados
tradicionalmente en la micropropagacion de la malanga ‘INIVIT MX-2008’ (Xanthosoma
sagittifolium (L.) Schott), por el bioproducto Pectimorf® de produccién nacional a
concentraciones entre 5,0 mg.It y 10,0 mg.I"L.
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