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DETERMINACIÓN DE ESTABILIDAD GENÉTICA  
EN VITROPLANTAS DE CLAVEL ESPAÑOL  
(Dianthus caryophyllus L.), MICROPROPAGADAS  
CON BIOBRAS-16 

Determination of genetic stability in plants of Spanish carnation 
(Dianthus caryophyllus L.), micropropagated with Biobras-16 

Yanelis Castilla Valdés), María E. González Vega  
y Regla M. Lara Rodríguez
ABSTRACT. The Spanish carnation (Dianthus caryophyllus L.) 
is one of the flowers and ornamental plants most requested 
by the Cuban population. The in vitro propagation of 
this species with the employment of the analogous of 
brassinoesteroid Biobras-16, produced in Cuba, allows to 
obtain a high coefficient of multiplication. However, some of 
the in vitro culture techniques and some of the bioregulators 
employed, can introduce alterations in the genetic material, 
so it turns out necessary to supervise if it kept genetically 
stable. For these reasons, in the present work we proposed 
the aim to study the genetic stability with the employment of 
biochemical markers, of plants of carnation micropropagated 
with different concentrations of Biobras-16 in substitution 
of cytoquinin. The vegetal material was obtained from 
the meristems culture of spanish carnation vitroplants, in 
medium with Biobras-16 as a substitute of cytoquinin, at 
the concentrations of 0,1; 0,01 y 0,001 mg.L-1. The plants 
grown in each of these treatments, three months later 
were multiplied by cuts during two subcultures, without 
Biobras-16. For the sample preparation of the isoenzymatic 
study, it was taken leaves of plants of the different treatments 
of the meristems culture and the cutting propagations and 
it was studied the systems Peroxidases, Acid Phosphatases, 
Malate Dehydrogenases and Esterases. The electrophoresis 
were made on vertical slab polyacrylamide gels (PAGE). 
As result, although the Acid Phosphatases isoenzymatic 
system turned out to be polymorphic, in a general way it 
is considered that it was kept the genetic stability of the 
regenerated plants. 

RESUMEN. El clavel español (Dianthus caryophyllus L.) se 
encuentra entre las especies de flores y plantas ornamentales 
más solicitadas por la población cubana. Su propagación 
in vitro con el empleo del análogo de brasinoesteroide 
Biobras-16, producido en Cuba, permite obtener un elevado 
coeficiente de multiplicación. Sin embargo, algunas de las 
técnicas del cultivo in vitro y algunos de los biorreguladores 
empleados en estas, pueden introducir alteraciones en el 
material hereditario, por lo que resulta importante determinar 
si se mantuvo estable genéticamente. En el presente trabajo 
nos propusimos el objetivo de estudiar la estabilidad 
genética a través del empleo de marcadores bioquímicos, 
en vitroplantas de clavel español micropropagadas con 
diferentes concentraciones de Biobras-16 como sustituto 
de la citoquinina. El material vegetal fue obtenido a partir 
del cultivo de meristemos en medios con Biobras-16 como 
sustituto de la Kinetina, a las concentraciones de 0,1; 0,01 
y 0,001 mg.L-1. Las plantas crecidas en cada uno de estos 
tratamientos a los tres meses fueron multiplicadas por esquejes 
durante dos subcultivos, sin el empleo de este análogo de 
brasinoesteroide. Para la preparación de las muestras del 
estudio isoenzimático, fueron tomadas hojas de plantas de 
los diferentes tratamientos del cultivo de meristemos y las 
propagaciones por esquejes, y fueron analizados los sistemas 
isoenzimáticos Peroxidasas, Fosfatasas Ácidas, Malato 
Deshidrogenasas y Esterasas. Las electroforesis se realizaron 
en geles de poliacrilamida (PAGE) en lámina vertical. Como 
resultado, aunque el sistema isoenzimático Fosfatasas Ácidas 
resultó polimórfico, de manera general se determinó que se 
mantuvo la estabilidad genética de las plántulas regeneradas. 
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INTRODUCCIÓN
En la actualidad, a nivel mundial, la floricultura ha 

dejado de ser la simple afición de cultivar flores para 
convertirse en un negocio de grandes proporciones, 
y la exportación internacional de flores frescas ha 
ascendido a 7 390 millones de dólares (1). De esta 
cifra, los claveles representan aproximadamente  
el 6 %, pues se encuentran entre las flores más 
cotizadas debido a su belleza, su duración después 
de cortados, su posibilidad de florecer todo el año 
y su resistencia al embalaje y a la transportación. 
Los claveles que se cultivan en Cuba se destinan 
al mercado nacional, aunque su demanda no se 
encuentra satisfecha debido principalmente a la 
ausencia de métodos de propagación seguros y 
eficientes, ya que en las condiciones climáticas de 
la isla, el clavel español (Dianthus caryophyllus L.) 
generalmente no produce semillas y se multiplica a 
partir de esquejes, lo que facilita la diseminación de 
algunas plagas y enfermedadesA.

Los métodos de propagación in vitro permiten 
superar algunos de estos inconvenientes, como 
por ejemplo: la obtención de plantas genéticamente 
idénticas, la modificación de las condiciones 
ambientales, y la obtención de plantas libres de 
patógenosB. Además, resulta posible incrementar los 
coeficientes de multiplicación de las vitroplantas, con 
el empleo en los medios de cultivo de hormonas del 
crecimiento vegetal o de sustancias que tengan una 
actividad biológica semejante a estas, como es el caso 
de los análogos de brasinoesteroides (2). Entre ellos 
el Biobras-16, producido en Cuba, ha sido utilizado 
durante diferentes fases de la micropropagación de 
cultivos tan diversos como la piña (Ananas comosus) 
y el corojo (Acrocomia aculeata) (3, 4) con resultados 
satisfactorios. 

Sin embargo, es conocido que además de 
los beneficios que se obtienen con la aplicación 
de la propagación in vitro y el uso de nuevos 
biorreguladores en los medios de cultivo, estos pueden 
introducir alteraciones en el material hereditario, 
como microlesiones y macrolesiones (5), por 
lo que un requerimiento importante para que el 
proceso de regeneración in vitro sea exitoso es 
que las plantas regeneradas presenten estabilidad 
genética, comparadas con las plantas propagadas 
convencionalmente (6). La electroforesis de 
isoenzimas, como un estudio directo del producto 
de los genes, permite la observación de cambios 
somáticos, ya que la pérdida o aparición de bandas 
isoenzimáticas puede indicar la presencia de 
mutaciones debidas a la recombinación mitótica, 

deleciones, duplicaciones, cambios de bases o 
eventos de transposición (7). Estos estudios, entre 
otros, permiten detectar algunas de estas alteraciones, 
además de que la metodología empleada para su 
análisis es rápida, sencilla y económica con respecto 
a las técnicas moleculares (8, 9). 

El estudio de la detección de estabilidad genética 
mediante marcadores isoenzimáticos en vitroplantas 
de clavel español micropropagadas con el empleo de 
análogos de brasinoesteroides, constituye un tema de 
investigación novedoso a nivel nacional e internacional, 
ya que aunque el cultivo in vitro de esta especie ha 
sido ampliamente estudiado (10, 11), los antecedentes 
acerca de los estudios isoenzimáticos son escasos y 
se refieren principalmente a la detección de genotipos 
en cruzamientos intraespecíficos (12, 13). En Cuba se 
han realizado estudios acerca de la micropropagación 
del clavel español y el empleo con este fin de otro 
análogo de brasinoesteroide, el Biobras-6 (14, 15); 
en cambio, estos estudios no incluyeron la detección 
de estabilidad genética. También pueden citarse otros 
resultados con respecto a la micropropagación del 
clavel español con el empleo del Biobras-16 como 
sustituto de auxinas y el estudio isoenzimático de las 
vitroplantas obtenidas, así como el empleo de dicho 
biorregulador como sustituto de citoquininas (16, 17, 18), 
en cambio, hasta el momento no se ha realizado el 
estudio isoenzimático para la detección de estabilidad 
genética en las plantas, en estas últimas condiciones 
experimentales.

Por todo ello, el presente trabajo tuvo como 
objetivo estudiar la estabilidad genética, a través del 
empleo de marcadores bioquímicos, en vitroplantas 
de clavel español micropropagadas con diferentes 
concentraciones de Biobras-16 como sustituto de la 
citoquinina.

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material vegetal

Primeramente se describe el experimento a 
partir del cual fueron obtenidas las vitroplantas de 
clavel español (Dianthus caryophyllus L.), de las 
que se tomaron las muestras foliares para el estudio 
isoenzimático.

Plantas de clavel español previamente obtenidas 
in vitro a partir de la germinación de semillas, 
fueron tomadas como donantes de meristemos de 
0,1 cm de longitud, los que fueron sembrados en 
medio de cultivo MS (19) con ácido indol-3 acético 
(AIA) 1,5 mg.L-1, ácido giberélico (AG3) 1 mg.L-1 y 
kinetina (KIN) 0.8 mg.L-1 (tratamiento 1 o control) 
y en tres variantes de este medio, sustituyendo la 
KIN por diferentes concentraciones de Biobras-16: 
0,1 mg.L-1 (tratamiento 2); 0,01 mg.L-1 (tratamiento 3) 

APérez, L. Comunicación personal.
BAlvarenga, S. Laboratorio Cultivo de Tejidos I. Instituto Tecnológico de 
Costa Rica. 2007, 76 p.
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y 0,001 mg.L-1 (tratamiento 4). A los tres meses del 
establecimiento del cultivo de meristemos, a las 
plantas obtenidas de cada una de las variantes 
descritas anteriormente les fueron tomados todos 
los esquejes y fueron sembrados en medio de cultivo 
control, pero manteniendo los tratamientos de que 
provenían, y a su vez, a los tres meses estas plantas 
fueron multiplicadas por esquejes, considerándose 
esta como la segunda propagación (Figura 1) (18). 

Estudio isoenzimático 
Para comprobar la estabilidad genética de las 

plantas obtenidas a partir del cultivo de meristemos 
en los diferentes tratamientos y las respectivas 
propagaciones realizadas, se desarrolló un estudio 
isoenzimático para los sistemas peroxidasas (PER), 
fosfatasas ácidas (APS), malato deshidrogenasas 
(MDH) y esterasas (EST). 

Para la preparación de las muestras, fueron 
tomadas las plántulas de tres meses de crecimiento, 
obtenidas a partir del cultivo de meristemos en 
los tratamientos 1, 2, 3, 4 y sus correspondientes 
propagaciones (Tabla I). A partir de estas plántulas 
fueron seleccionadas las hojas totalmente extendidas, 
provenientes de los tres nudos más cercanos al ápice 
y se prepararon seis muestras por cada tratamiento 
para los diferentes análisis.

Para la obtención de los extractos crudos, se 
maceró un gramo de hojas por cada muestra, para 
lo cual se utilizó un mortero frío, con cinco gotas de 
solución de sacarosa al 20 % y luego se centrifugó a 
20000 r.p.m. Posteriormente se tomó el sobrenadante 
y fue envasado en viales y conservado a -150C hasta 
su análisis.

Figura 1. Esquema del cultivo de meristemos y la propagación por esquejes de clavel español  
(Dianthus caryophyllus L.) para las condiciones estudiadas

Cultivo de meristemos

Control sin Biobras-16 
(Tratamiento 1)

BB-16  0,1 mg.L-1  
(Tratamiento 2)

BB-16 0,01 mg.L-1  
(Tratamiento 3)

BB-16 0,001 mg.L-1  
(Tratamiento 4)

1ra. propagación 
 del tratamiento 1

2da. propagación 
del tratamiento 1

2da. propagación 
del tratamiento 2 

2da. propagación 
del tratamiento 3

2da. propagación 
del tratamiento 4

1ra. propagación 
 del tratamiento 2

1ra. propagación  
del tratamiento 3

1ra. propagación  
del tratamiento 4

Las corridas electroforéticas se realizaron en gel 
de poliacrilamida (PAGE) al 8,5 %, a una intensidad 
de corriente constante de 25 mA, en una cámara de 
electroforesis en lámina vertical Mighty Small II de 
Pharmacia Biotech y utilizando un buffer de corrida de 
Tris-glicina 0.025 M y pH=8.3 (20). Se realizaron seis 
repeticiones de cada análisis isoenzimático.

No 1     Tratamiento 1 (control)
No 2     Tratamiento 2
No 3     Tratamiento 3
No 4     Tratamiento 4
No 5 1ra propagación del tratamiento 1
No 6 1ra propagación del tratamiento 2
No 7 1ra propagación del tratamiento 3
No 8 1ra propagación del tratamiento 4
No 9 2da propagación del tratamiento 1

  No 10 2da propagación del tratamiento 2
  No 11 2da propagación del tratamiento 3
  No 12 2da propagación del tratamiento 4

Tabla I. Muestras foliares procedentes de 
v i t rop lantas  de  c lave l  español  
(Dianthus caryophyllus L.) para el 
estudio isoenzimático

El tiempo de corrida se estableció según el 
desplazamiento de la banda de Kohlrausch hasta 
aproximadamente 8,5 cm del inicio.

Se aplicaron tinciones específicas con el objetivo 
de visualizar las bandas de cada sistema isoenzimático 
estudiado (Tabla II).
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Después de las tinciones, los geles fueron lavados 
con agua destilada y mantenidos en una solución de 
ácido acético glacial al 7 %, hasta el momento de 
confeccionar los electroforetogramas.

La posición relativa de cada banda (Rf) fue 
establecida sobre la base de la distancia media de 
migración obtenida, dividida entre la distancia de 
migración del frente de corrida. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Durante el estudio para el sistema peroxidasas 

se presentaron un total de siete bandas, las cuales 
fueron comunes en posición e intensidad para todas 
las muestras analizadas (Figura 2). 

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 estar relacionadas con el desarrollo 
de otros estados fisiológicos en las plantas, como la 
defensa contra infecciones, la curación de heridas y 
la biosíntesis del etileno (7). Estas isoenzimas son 
consideradas marcadores bioquímicos importantes de 
la morfogénesis y han sido empleadas para estudiar el 
efecto de oligosacarinas y brasinoesteroides en otros 
cultivos de interésC.

En estudios precedentes, se ha informado sobre la 
presencia de siete bandas de Peroxidasas en el cultivo 
de meristemos y las propagaciones por esquejes de 
clavel español, con el empleo del Biobras-16 como 
sustituto de auxinas (17). 

Sistema enzimático Método de tinción Método de conservación

Esterasas Wendel y Weeden (1989) (21) Ácido acético 7 %
Fosfatasa ácida Ácido acético  7 %
Malato deshidrogenasa Ácido acético  7 %

Peroxidasas Vallejos (1983) (22) Ácido acético 7 %

Tabla II. Sistemas isoenzimáticos estudiados y tinciones empleadas en muestras de vitroplantas de 
clavel español (Dianthus caryophyllus L.)

CValdés, M. Caracterización citogenética e isoenzimática de haploides y un 
dihaploide del género Nicotiana. [Tesis de Maestría]. Facultad de Biología, 
Universidad de La Habana, 1997. 

Valor Rf

0,37
0,42

0,51

0,60

0,71

0,84
0,88

(+)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
2

3

4

5

6
7

Valor Rf

Figura 2. Zimograma del sistema peroxidasas para muestras de vitroplantas de clavel español  
(Dianthus caryophyllus L.) obtenidas con el empleo de Biobras-16

CM= cultivo de meristemos; 1) CM en medio sin Biobras; 2) CM en medio con 0,1 mg.L-1 de BB-16; 3) CM en medio con 0,01 mg.L-1 de BB-16; 
4) CM en medio con 0,001 mg.L-1 de BB-16; 5) 1ra propagación de 1; 6) 1ra propagación de 2; 7) 1ra propagación de 3; 8) 1ra propagación de 4; 
9) 2da propagación de 1; 10) 2da propagación de 2; 11) 2da propagación de 3; 12) 2da propagación de 4
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Por otra parte, en plantas de yuca obtenidas a 
partir del cultivo in vitro con el empleo de un análogo 
de oligogalacturónido, también se encontró un 
patrón común de MDH para todos los tratamientos 
estudiadosD. 

En el análisis del sistema fosfatasas ácidas  
(Figura 5) se observó un total de cinco bandas, cuatro 
de ellas comunes en posición e intensidad en todos los 
tratamientos. Sin embargo, en la muestra número 10, 
correspondiente a la segunda propagación de las plantas 
provenientes del cultivo de meristemos en el medio con 
0,1 mg.L-1 de Biobras-16, se apreció una banda que no 
apareció en el resto de las muestras analizadas. 

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 
lo que son ampliamente utilizadas para estudiar los 
diferentes estadios de desarrollo (7). 

De igual manera, se observó un marcado 
monomorfismo en el sistema Malato deshidrogenasas, 
pero en este caso con la presencia de una banda 
común en todas las muestras estudiadas (Figura 4). 

Otros autores al  estudiar este sistema 
isoenzimático en el cultivo del tomate (Solanum 
lycopersicum L.), también encontraron similitud 
electroforética. Al monitorear la estabilidad genética 
de plantas de esta especie obtenidas in vitro, 
determinaron que el material evaluado presentó 
similaridad electroforética para diferentes sistemas 
evaluados, incluyendo el de la MDH (23). 

En este caso, aunque algunas de las bandas 
polimórficas estuvieron asociadas a la presencia de 
este análogo de brasinoesteroide en el medio de 
cultivo, de manera general fue determinado que el 
empleo del Biobras-16 en el cultivo de meristemos y 
el número de propagaciones realizadas, no afectaron  
la estabilidad genética del material. 

En la Figura 3 se presenta el zimograma del 
sistema esterasas; donde se obtuvo la presencia de 
siete bandas y se presentó un marcado monomorfismo 
ya que en todos los tratamientos evaluados hubo igual 
posición, número e intensidad de bandas.

Semejantes resultados obtuvieron otros autores al 
realizar el estudio isoenzimático del sistema esterasas 
durante la micropropagación del cultivo de la yuca 
(Manihot esculenta Crantz), utilizando diferentes 
variantes de medios de cultivo con el empleo de una 
mezcla de oligogalacturónidos como sustituto total 
y parcial de auxinas, donde fueron observadas seis 
bandas comunes a todos los tratamientosD.

Por otra parte, en un estudio similar se encontró 
cierto grado de polimorfismo en las esterasas 
al comparar plántulas de clavel chino (Dianthus 
chinensis L.) obtenidas a partir de la germinación in 
vitro y las propagaciones con el empleo de diferentes 
concentraciones de Biobras-16; sin embargo, de 
manera general no se presentó variabilidad genética 
significativa en los tratamientos analizadosE.
DSuárez, L. Efecto de una mezcla de oligogalacturónidos (Pectimorf ®) en 
la micropropagación de la yuca (Manihot esculenta Crantz var CMC-40). 
[Tesis de Maestría]. Facultad de Biología, Universidad de La Habana, 2008.
EDomínguez, R. Empleo de diferentes medios de cultivo para la germinación 
y propagación in vitro de claveles chinos (Dianthus chinensis L.). [Tesis 
de Diploma]. Facultad de Biología, Universidad de La Habana, 2005.

Valor Rf

0,08

0,44
0,45
0,50

(+) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1

2

3
4

5
6

7

Bandas

0,52

0,65

CM= cultivo de meristemos; 1) CM en medio sin Biobras; 2) CM en medio con 0,1 mg.L-1 de BB-16; 3) CM en medio con 0,01 mg.L-1 de BB-16; 
4) CM en medio con 0,001 mg.L-1 de BB-16; 5) 1ra propagación de 1; 6) 1ra propagación de 2; 7) 1ra propagación de 3; 8) 1ra propagación de 4; 
9) 2da propagación de 1; 10) 2da propagación de 2; 11) 2da propagación de 3; 12) 2da propagación de 4

Figura 3. Zimograma del sistema esterasas para muestras de vitroplantas de clavel español  
(Dianthus caryophyllus L.)

0,71
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Este comportamiento pudo estar asociado con 
cierta tendencia observada en plantas procedentes 
de este tratamiento que se caracterizó por ser el de 
mayor concentración de Biobras-16, provocando un 
incremento en las variables morfológicas evaluadas, 
lo que puede haber ocasionado un aumento en 
la demanda de las sales y agua presentes en el 
medio, causando a su vez agotamiento de estas 
sustancias en el medio de cultivo. Precisamente 
pudiera atribuirse a este agotamiento en el medio de 
cultivo el surgimiento de un estado de estrés en las 
plantas, que quizás indujo la expresión de esta nueva 
banda de APS, ya que según lo señalado por otros 
investigadores, las fosfatasas ácidas son enzimas que 
se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas 
y se han informado incrementos de las mismas frente 
a diferentes tipos de estrés abióticos, tales como el 
estrés salino, osmótico e hídrico (7).

Por otra parte, se considera que la tendencia al 
incremento en las variables morfológicas evaluadas en 
las plantas sometidas a dicho tratamiento, se relaciona 
con el hecho de que los brasinoesteroides ejercen 
marcados efectos sobre el crecimiento de plantas 
estresadas, por lo que han sido considerados como 
hormonas del estrés (2). Es de destacar que aunque 

Valor Rf

0,58

(+) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

Bandas

CM= cultivo de meristemos. 1) CM en medio sin Biobras; 2) CM en medio con 0,1 mg.L-1 de BB-16; 3) CM en medio con 0,01 mg.L-1 de BB-16; 
4) CM en medio con 0,001 mg.L-1 de BB-16; 5) 1ra propagación de 1; 6) 1ra propagación de 2; 7) 1ra propagación de 3; 8) 1ra propagación de 4;  
9) 2da propagación de 1; 10) 2da propagación de 2; 11) 2da propagación de 3; 12) 2da propagación de 4

Figura 4. Zimograma del sistema malato deshidrogenasas para muestras de vitroplantas de clavel 
español (Dianthus caryophyllus L.)

FNúñez, M. Brasinoesteroides y sus análogos: aplicaciones prácticas en la 
agricultura. En: Curso Pre-Congreso Oligosacarinas y Brasinoesteroides: Usos 
y perspectivas en la agricultura (1: 2012, 5 de noviembre). Instituto Nacional de 
Ciencias Agrícolas. XVIII Congreso Científico del INCA, 2012,  Mayabeque.

el Biobras-16 no fue utilizado en el medio de cultivo 
para la propagación por esquejes del clavel español, 
posiblemente su efecto se manifestó en este subcultivo 
ya que los análogos de brasinoesteroides presentan 
una actividad a largo plazo (long lasting activity) con 
respecto a los brasinoesteroides naturales, debido 
a diferencias estructurales entre ellos, que pueden 
conllevar a que transcurra determinado período de 
tiempo antes de que aquellos sean transformados 
a formas biológicamente activasF. Resultados 
semejantes se obtuvieron en la micropropagación del 
clavel español utilizando el Biobras-16 como sustituto 
de auxinas o como único suplemento hormonal, donde 
se observó que el efecto promotor del crecimiento 
de este análogo de brasinoesteroide, se manifestó 
durante el segundo subcultivo (16).

Por tanto, se considera que la estabilidad 
genética de las plantas micropropagadas no se 
encuentra influida por la banda de APS que apareció 
en la muestra número 10, sino que al parecer es el 
resultado de una variación epigenética detectada por 
el estudio isoenzimático, pues las isoenzimas son 

CM= cultivo de meristemos. 1) CM en medio sin Biobras; 2) CM en medio con 0,1 mg.L-1 de BB-16; 3) CM en medio con 0,01 mg.L-1 de BB-16; 
4) CM en medio con 0,001 mg.L-1 de BB-16; 5) 1ra propagación de 1; 6) 1ra propagación de 2; 7) 1ra propagación de 3; 8) 1ra propagación de 4;  
9) 2da propagación de 1; 10) 2da propagación de 2; 11) 2da propagación de 3; 12) 2da propagación de 4
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Figura 5. Zimograma del sistema fosfatasas ácidas para muestras de clavel español (Dianthus caryophyllus L.)
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marcadores de expresión génica, que están influidas 
por las condiciones ambientales o de cultivo (7). En 
subcultivos posteriores se detectó que las variables 
morfológicas de las plantas provenientes de este 
tratamiento, mantuvieron sus valores promedio.

En estudios realizados en el clavel chino, también 
ha sido descrita la aparición de bandas polimórficas 
de APS durante la evaluación de la variabilidad y la 
estabilidad genética de plántulas micropropagadas 
con el empleo de diferentes concentraciones de 
Biobras-16. En este caso se observó la desaparición 
de bandas en algunos de los tratamientos en los 
que se utilizó este análogo de brasinoesteroideE. 
Otros autores han encontrado polimorfismo para el 
sistema APS al evaluar la actividad del Pectimorf en 
la embriogénesis somática de mandarina Cleopatra 
(Citrus reshni Hort. ex Tan) y plantean que estas 
isoenzimas juegan un papel importante en el ciclo 
biogeoquímico del fósforo orgánico y en la nutrición 
de las plantas (24).

De manera general, el análisis de los sistemas 
isoenzimáticos estudiados, permitió corroborar que 
no se produjo variabilidad genética en las plantas de 
los diferentes tratamientos del cultivo de meristemos y 
sus correspondientes propagaciones, en comparación 
con el control, por lo que se considera que tanto el 
empleo del Biobras-16 como los ciclos multiplicativos 
evaluados, no fueron causa de variaciones en 
las plantas de clavel español micropropagadas. 
Otros autores, al estudiar los sistemas peroxidasa, 
esterasas, anhidrasa carbónica y polifenol oxidasas 
para evaluar la estabilidad genética en accesiones 
de papa (Solanum spp.) regeneradas a partir de la 
conservación in vitro por 10 años con el empleo de 
manitol, no detectaron cambios en los patrones de 
bandas de las accesiones conservadas in vitro, en 
comparación con las mantenidas en el campo (25). 
Sin embargo, al realizar el análisis molecular por AFLP 
sí fueron detectados cambios que se produjeron a 
nivel de ácido desoxirribonucleico (ADN), aunque 
los índices de similitud entre los patrones de banda 
de cada accesión se mantuvieron elevados, por 
lo que resulta importante también aplicar técnicas 
más novedosas y avanzadas que complementen los 
resultados del estudio bioquímico. 

Por otra parte, al comprobar la estabilidad genética 
de las plantas de clavel español obtenidas en este 
estudio, bajo las condiciones señaladas y mediante 
los análisis isoenzimáticos evaluados, es posible 
proponer su propagación a mayor escala, ya que un 
requisito indispensable para que un sistema de cultivo 
in vitro sea aceptado para la propagación masiva de 
plantas, lo constituye la garantía de su estabilidad 
genética. Además, estos resultados resultan de 
particular importancia para la validación del Biobras-16 
como un biorregulador que, a las concentraciones 
estudiadas, no provoca cambios genéticos en las 

plantas del cultivo in vitro. Al constituir un análogo de 
brasinoesteroide que se produce en Cuba, su empleo 
en lugar de fitohormonas de importación resulta muy 
ventajoso, a la vez que su obtención resulta menos 
tóxica y más económica que la de otros análogos 
como el Biobras-6F. 

CONCLUSIONES
En la mayoría de los sistemas enzimáticos 

estudiados no se detectó la presencia de cambios 
genéticos en las vitroplantas obtenidas a partir 
del cultivo de meristemos y las propagaciones por 
esquejes.
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