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Resumen

La especie Manihot esculenta (yuca) es considerada la cuarta fuente de carbohidratos y
calorias mas importante de las regiones tropicales, debido a que en sus raices se almacena
almidon, que es empleado para la alimentacion humana y animal en paises subdesarrollados.
Esta planta se ha propagado de forma séptica por medio de estacas, por lo tanto se busca el
cultivo in vitro para propagarla, asegurando la estabilidad genética y sanidad vegetal. El
objetivo de la investigacion fue el establecimiento in vitro de Manihot esculenta evaluando
diferentes dosis de dos fitorreguladores: 6-Benzilaminopurina (6-BAP) y Acido
naftalenacético (ANA), para determinar las que presentaran mejores efectos en la formacion
de nudos, altura y menor mortalidad. Ademas se sembraron meristemos de “yuca” en medios
de cultivo, con sales minerales descritas por Murashige y Skoog (MS), suplementado con
sacarosa, sustancias organicas, fitohormonas y carbon activado. Los tratamientos a evaluar
fueron: el testigo (sin fitorreguladores), un tratamiento suplementado con 6-BAP (0.20 mg/L)
y ANA (0.025 mg/L) y otro suplementado con 6-BAP (0.50 mg/L) y ANA (0.050 mg/L). El
namero de nudos fue mayor con 6-BAP (0.20 mg/L) + ANA (0.025 mg/L) produciendo un
promedio de 2.60 nudos por explante. De igual manera, se obtuvieron explantes de mayor
altura en los tratamientos que contenian BAP y ANA. Se formuld un protocolo con el que se
obtuvieron los mejores resultados para el establecimiento de “yuca” utilizando la técnica de

Aislamiento de meristemo.



indice

Pagina

I 11 (0T [N Tood o o PSSR Xi
2. REVISION dE HEEIALUIA.......cveieieiieiie ettt et enenreeneenes 12
2.1 Generalidades del CUITIVO...........cueiiiieiieee e e 12
2.1.10rigen Y diStrIDUCTON. .......oviiiieieeeie e 12
2.1.2 Clasificacion taXONOIMICA. .......ccuerverierieriisiesieeeie ettt e bbb 12
2.1.3 Descripcion botanica de 1a “yuca”. ......oovviiiiiiiiiiiiiiie i 13
2.1.4 Plagas Y enfermedades. .........c.coviiiiiiiiie s 17
2.1.5 Importancia ecoldgica, social y econdmica del Cultivo............ccccoveveeieicicieesece, 20
2.1.6 Valor nutricional de Manihot eSCUIENta. ..........cceviriiiriiiiee e 23

2.2 Cultivo de “yuca” en El Salvador...........ccociiiiiiiiiiii 25
2.3 Vias de propagacion de 1a “YUCA” ........ccoveriiiriiinieienese et 25
2.3.1 Propagacion SEXUAL ..........cceiveiiiieiiiie ettt et 25
2.3.2 Propagacion @SEXUAL. .........c.ccveiuiiiiiieie et 26

2.4 Cultivo de tejidos VEGELalES (CTV) .ioeiiiciececeere et 27
2.4.1 Etapas del cultivo de Tejidos Vegetales. ... 28
2.4.2 MediOS de CUITIVO. ....oveeieceie e s 29
2.4.3 Técnicas de cultivo de tejidos vegetales (CTV)....cocovevvernieneieieseseese e 33

2.5 Antecedentes de cultivo in vitro de Manihot esculenta..........ccoccoovvieieiencincicee 36
IV, (51 (oo (o] (oo | - OSSR 38
3.1 Enfoque, Alcance y Disefio de 1a iINVeStigacion...........ccccerereiiereieiineseesese e 38
3.2 Descripcion del area de eStUTIO .........coeveiierieieeseee e 38
3.3 Universo, pobIacion Y MUESEIA .........cvieieiieiieieie e 38
KT 00 L U T V=T o TS 38
3.3.2 POBIACION. ... 38
R G B 1V LU= 1 - VTSR 38

3.4 RECOIECCION UE TALOS .....ovviiiiicieeiee ettt sresre e 39
KR el o [ 0% 11 o Lo TSSO PPP 39

3.4.2 Fase de Laboratorio. ......oooveveeeeeeeeeeee 40



3.5 Procesamiento y tabulacion de datOS .........cecvvevieriieieieese e 44

3.6 ANALISIS A8 10S GALOS ..ot 45
 RESUIAAODS. ...t bbb bbb 46
4.1 Altura de los explantes de Manihot esculenta ............ccccocveeiiiii s 46
4.2 Formacion de nudos por explante de Manihot esculenta ...........ccocooeeevineincieicincens 48
4.3 Mortalidad de explantes de Manihot esculenta ............ccocceeeiiniiiicneseee e 50
4.4 Protocolo para Establecimiento de Manihot esculenta (yuca) mediante....................... 51
la técnica de Aislamiento de meristemo
 DESCUSION ..ttt b e bbbt b et e bbb bbb ens 54
5.1 Altura de los explantes de Manihot esculenta: .............ccccveveiicii i 54
5.2 Formacién de nudos por explante de Manihot esculenta: ...........c.cccovveveeieiieiecceenen, 55
5.3 Mortalidad de explantes de Manihot esculenta: ..........cccccovvvieeriieie e 55
ST (0] (oo ] o OSSR 56
O] 0 (00 1] T3-SR 57
B CToT o]0 T=T o FoUod o S OSSR 58
B (=] = o - U - OSSR 59



Indice de tablas

Pagina
Tabla 1 Indicadores del cultivo de Manihot esculenta (yuca) en la poblacion ...................... 22
mundial en el afio 2006
Tabla 2 Produccion de Manihot esculenta (yuca) en el siglo actual ...........cccccoeeviieiveieennn, 22
Tabla 3 La raiz de la “yuca” presenta las siguientes propiedades nutritivas............ccoceeevrnnnne 23
Tabla 4 Comparativo de aminoacidos esenciales en g/100g de proteina en ...........c.cccceevrueneee. 24
base seca
Tabla 5 Distribucion de la siembra seriada en fase de Establecimiento de............cccccoevnnnene. 39
Manihot esculenta
Tabla 6 Tratamientos con sus respectivas dosis de fitorreguladores y unidades...................... 40
experimentales para el establecimiento de Manihot esculenta
Tabla 7 Componentes de 1aS SAleS IMS ..o 41
Tabla 8 Componentes del medio de cultivo con sus respectivas dosis para............c.ccceeeveenene. 42
Establecimiento in vitro de Manihot esculenta
Tabla 9 Andlisis de varianza para la altura de explantes por tratamiento in vitro.................... 47
de Manihot esculenta en la fase de Establecimiento
Tabla 10 Prueba de Tukey para la altura de explantes por tratamiento in Vitro..............c....... 47
de Manihot esculenta en la fase de Establecimiento
Tabla 11 Andlisis de varianza para la formacion de nudos de los explantes.............ccccecveuneee. 49
por tratamiento in vitro de Manihot esculenta, en la fase de Establecimiento
Tabla 12 Prueba de Tukey para la formacion de nudos de los explantes por............cccccveuneee. 49

tratamiento in vitro de Manihot esculenta en la fase de Establecimiento



Indice de Figuras

Pagina
Figura 1. Componentes del sistema radical de Manihot esculenta (yuca) ...........cccccceevverivennnne 14
Figura 2. Tallo con los nudos y entrenudos de Manihot esculenta (YUCa) .........ccccooererirnninns 14
Figura 3. Hojas de Manihot eSculenta (YUCA) ........c.eivvereririeenieiiesiiesie et 15
Figura 4. Flor masculina (derecha) y femenina (izquierda) de Manihot...........ccccceveieinennnne 16
esculenta (yuca)
Figura 5. Fruto de Manihot eSCUlENta (YUCA) ....c.ecveivveiieeiiiiieiie e 17
Figura 6. Semillas de Manihot esculenta (YUCA) ........cccveeeieeiieiiieiieie e 17
Figura 7. Zonas productoras de “yuca” en El Salvador...........cccocvoiiiiiiiiniiiiicenccncs 25
Figura 8. Estacas de Manihot eSCUlenta (YUCA) ..........covrieeeierieieiiesiesicseee e 26
Figura 9. Explante de Manihot esculenta (YUCA) ..........ccoveeeierieieieiesiseseeeee e 27
Figura 10. Etapas del Cultivo de Tejidos Vegetales...........ccoeviiieiieiiiiieieece e 28
Figura 11. Partes de 1a zona MeriSteMALICA ...........cccveiieiiieeiece e 35
Figura 12. Promedio de altura de explantes de Manihot esculenta (Yuca),...........cccocvevvervennnne 46

en medios de cultivo suplementados con diferentes dosis de 6-Benzilaminopurina y Acido
Naftalenacético

Figura 13. Promedio de nimero de nudos por explante de Manihot esculenta........................ 48
(yuca), en medios de cultivo suplementados con diferentes dosis de 6-Benzilaminopurina y
Acido Naftalenacético

Figura 14. Porcentaje de mortalidad de explantes de Manihot esculenta (yuca), ..........c.c...... 50
en medio de cultivo suplementado con 0.20 mg/L de 6-Benzilaminopurina y 0.0 25 mg/L de
Acido Naftalenacético

Figura 15. Porcentaje de mortalidad de explantes de Manihot esculenta (yuca), ..........c.c...... 50
en medio de cultivo suplementado con 0.50 mg/L de 6-Benzilaminopurina y 0.050 mg/L de
Acido Naftalenacético

Figura 16. Porcentaje de mortalidad de explantes de Manihot esculenta (yuca), .................... 51
en medio de cultivo sin fitorreguladores



Xi

1. Introduccién

La “yuca” es uno de los cultivos méas importantes en el area alimenticia, puesto que es
considerada la cuarta fuente de carbohidratos y calorias mas importante de las regiones
tropicales. Su produccion en EI Salvador surge como una buena alternativa para los
productores, debido a que genera rendimientos altos y se adapta a las condiciones climéticas,
ademaés de que su demanda aumenta en el mercado local e internacional. En el pais la “yuca”
se ha propagado mediante la via asexual por estacas, siendo una de las limitantes los
problemas fitosanitarios y la tasa de multiplicacion baja, por esta razon se han buscado otras
alternativas para la extension del cultivo de Manihot esculenta (yuca), que aseguren el
saneamiento vegetal y permitan el intercambio internacional de germoplasma, una de estas

alternativas es la técnica in vitro por la via de Aislamiento de meristemo.

La investigacion se centro en el establecimiento in vitro de Manihot esculenta (yuca), a
partir de la extraccion de meristemos que fueron sembrados en un medio de cultivo,
adicionando fitorreguladores en diferentes dosis, conteniendo las sales minerales MS, del
protocolo del Departamento de Biotecnologia-Laboratorio de cultivo de Tejidos Vegetales de

la Escuela Nacional de Agricultura “Roberto Quifionez” (ENA).

La respuesta a evaluar fue considerada bajo las siguientes variables: Mortalidad de
explantes, altura del explante y formacion de nudos por explante, hipotetizando que en la etapa
de establecimiento, existe diferencia estadisticamente significativa o no en cuanto a desarrollo
del explante, en relacién a las diferentes dosis de fitorreguladores. Se formulé un protocolo a
partir de la respuesta favorable de la investigacion, con el cual se contribuye a asegurar la

pureza varietal, el saneamiento vegetal y la produccion masiva del cultivo de “yuca”.
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2. Revisioén de literatura
2.1 Generalidades del cultivo
2.1.10rigen y distribucion

La méas antigua y hasta ahora mas sostenida hipotesis del origen de la “yuca”, se
atribuye al botanico y geografo de plantas De Candolle, en 1967, quien basado en la
abundancia de especies silvestres en la parte noroeste del Brasil y evidencias que muestran la
antigliedad del cultivo de la “yuca” en dicha regidn, propuso que ésta fue meramente cultivada
alli. También se considera que la “yuca” fue cultivada por primera vez en Brasil, Venezuela o
Centro América. Numerosas evidencias apuntan a que el area de domesticacion de la “yuca”

comprende una vasta region desde México hasta Brasil (Suarez L. & Mederos V., 2011).

La “yuca”, es una planta originaria de América del Sur y fue domesticada hace unos
5000 afios y cultivada extensivamente, desde entonces, en zonas tropicales y subtropicales del
continente. No existe un registro documentado sobre la presencia de poblaciones silvestres de

la planta antes de esa fecha (Nicaragua K., et al. 2004)

En la cuenca amazoénica es donde el género botanico al que pertenece la “yuca”
muestra su mayor variabilidad genética. También se observa en Mesoamérica un centro
secundario de diversidad genética (Ceballos H., & De la Cruz G., 2002)

La “yuca” se encuentra distribuida desde el suroeste de estados unidos (33°N) hasta
argentina  (33°S). Naturalmente, solo se encuentran especies del género Manihot en las
Américas. (Ceballos H., & De la Cruz G., 2002)

2.1.2 Clasificacion taxonémica.

El nombre cientifico de Manihot esculenta (yuca) fue dado originalmente por Crantz
(C.), en 1766. (Ceballos H., & De la Cruz G., 2002)

Segun Ruggiero M., Gordon D., Bailly N., Kirk P., Nicolson D. (2011) Manihot

esculenta (yuca) se clasifica taxonémicamente asi:

Reino: Plantae
Filo:  Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida
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Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Manihot

Especie: Manihot esculenta

2.1.3 Descripcion botanica de la “yuca”.

Manihot esculenta (yuca) y el resto de especies de Euphorbiaceaes se caracterizan por
su notable desarrollo de los vasos laticiferos, compuestos por células secretoras llamadas
galactocitos. Esto es lo que produce la secrecion lechosa que caracteriza a las plantas de esta
familia (Ceballos H., & De la Cruz G., 2002).

Existe una gran variabilidad de arquitecturas de la planta dentro de esta familia, desde
los tipos arbéreos (caucho, Hevea brasiliensis) hasta los arbustos, también de importancia
econdmica (ricino, ricinus comunis) (Ceballos H., & De la Cruz G., 2002).

Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) explica que:

Raiz: La principal caracteristica de las raices de “yuca” es su capacidad de
almacenamiento de almidones, razén por la cual es el érgano de la planta que hasta el
momento ha tenido un mayor valor econémico. Sin embargo, no todas las raices

producidas eventualmente se convierten en 6rganos de almacenamiento. (p.24)

El sistema radical presenta una baja densidad de raices, pero una penetracion profunda.
Esta es una caracteristica muy relevante, pues contribuye a que la planta tenga la
capacidad de soportar periodos prolongados de sequia. Las raices fibrosas de la “yuca”
pueden alcanzar profundidades hasta de 2.5 m la planta absorbe el agua, y los
nutrimentos por medio de las raices fibrosas, capacidad que pierden cuando se

transforman en tuberosas. (p.25)

En un principio morfoldgico y anatomicamente no existe diferencia entre las raices
fibrosas y las tuberosas. La diferencia radica en que en el momento en que se inicia la
acumulacién de almidones, el sentido del crecimiento de la raiz cambia de longitudinal
a radial. Sin embargo, esto no implica necesariamente que la raiz detenga su

crecimiento longitudinal de manera absoluta. (p.25) (ver figura 1).
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Raiz tuberosa

Raiz fibrosa

Raices fibrosas

Figura 1. Componentes del sistema radical de Manihot esculenta (yuca) Recuperado de “La yuca en el
Tercer Milenio: Sistemas modernos de produccion, procesamiento, utilizacion y comercializacion,
Capitulo 2, de Ceballos, Hernan; De la Cruz A., (2002) p. 25

Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) afirma que:

Tallo: El tallo maduro es cilindrico y su diametro varia de 2 a 6 cm. Se pueden
observar tres colores basicos de tallo maduro: gris-plateado, morado y amarillo
verdoso. Tanto el diametro como el color de los tallos varia significativamente con la
edad de la planta y, obviamente, con la variedad. Los tallos estdn formados por la
alternacion de nudos y entre nudos (p.17); (ver figura 2).

Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) resume que “en el nudo se insertan el peciolo de

la hoja, una yema axilar protegida por una escama y dos estipulas laterales”. (p.17)

Figura 2. Tallo con los nudosy entrenudos de Manihot esculenta (yuca)
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Hojas: Las hojas son caducas. EI nimero total de hojas producidas por la planta, su
longevidad y capacidad fotosintética son caracteristicas varietales, profundamente influidas

por las condiciones ambientales (Ceballos H., & De la Cruz G., 2002)

Como se muestra en la figura 3, la “yuca” presenta hojas compuestas por la lamina
foliar (hoja propiamente dicha, y consta de dos caras que son: el haz o cara superior y el envés
o cara inferior) y el peciolo. La lamina foliar es palmeada y profundamente lobulada, segun el
cultivo la lamina foliar es de diferentes colores; morado, verde oscuro y verde claro, son los
colores basicos. El peciolo puede tener una longitud de 9-20 cm, es delgado y de pigmentacion
variable (verde a morada) dependiendo de la variedad. La lamina foliar por lo general presenta
un numero de Iébulos impar, entre 3-9 de acuerdo a la variedad, sin embargo esto puede variar

en hojas de la misma planta. Los Iébulos miden entre 4-20 cm de longitud y entre 1-6cm de
ancho. Los I6bulos centrales son de mayor tamafio que los laterales Dominguez (citado de
Giraldo A., 2006)

Segun Ceballos H., De la Cruz G. (2002):

El color de las hojas también es una caracteristica varietal, pero que puede variar con la
edad de la planta. Las hojas maduras pueden ser desde purpura, verde oscuro, hasta
verde claro. El haz de la hoja esta cubierta por una cuticula cerosa brillante, mientras
que el envés es opaco y en €l se encuentran localizados la mayoria de los estomas,
aunque algunas variedades también presentan abundantes estomas en el haz. En el
punto de insercion del peciolo al tallo se pueden observar dos estipulas de 0.5 a 1.0 cm
de largo. Estas estipulas pueden o no permanecer adheridas al tallo una vez que la hoja

se ha desarrollado completamente. (p.21)

Figura 3. Hojas de Manihot esculenta (yuca)
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Segun Ceballos H., De la Cruz G. (2002):

Inflorescencia: Como todas las del género Manihot, la “yuca” es una planta monoica,
es decir, con flores unisexuales masculinas y femeninas en una misma planta vy,
generalmente, en la misma inflorescencia. Las flores de la “yuca” se producen en
inflorescencias. La estructura béasica del arreglo de las flores es el racimo, en el que las
flores femeninas ocupan las posiciones basales y las masculinas las distales. Estas
Gltimas son mas pequefias y generalmente mas numerosas que las femeninas. Es
frecuente que se produzcan también paniculas que, desde el punto de vista botanico,
pueden definirse como un racimo de racimos. En este caso existe un racimo principal,

compuesto a su vez de racimos secundarios. (p.22) (ver figura 4)

Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) explica que “cada flor, sea masculina o femenina,

tiene una bractea primaria y una bractéola”. (p.22)

Figura 4. Flor masculina (derecha) y femenina (izquierda) de Manihot esculenta (yuca) Recuperado de
“La yuca en el Tercer Milenio: Sistemas modernos de produccién, procesamiento, utilizacion y
comercializacién, Capitulo 2, de Ceballos, Hernan; De la Cruz A., (2002) p. 23

Fruto: Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) dice que “el fruto es una capsula
dehiscente y trilocular, de forma ovoide a globular, de 1.0 a 1.5 cm de diametro, con seis

aristas longitudinales, estrechas y prominentes” (p.23); como se observa en la figura 5.
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Figura 5. Fruto de Manihot esculenta (yuca) Recuperado de “La yuca en el Tercer Milenio: Sistemas
modernos de produccion, procesamiento, utilizacion y comercializacién, Capitulo 2, de Ceballos,
Hernan; De la Cruz A., (2002) p. 23

Semilla: Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) define que “la semilla no es importante
en reproduccién y multiplicacion habitual, pero tiene un incalculable valor para el

fitomejoramiento”. (p. 24)

Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) explica que “la semilla es de forma ovoide-
elipsoidal y mide alrededor de 1 cm de largo, 6mm de ancho y 4mm de espesor. La testa es

lisa, de color café, con moteado gris.” (p.24) (ver figura 6).

Figura 6. Semillas de Manihot esculenta (yuca) Recuperado de “Manejo Integrado de Yuca (Manihot
esculenta), de Carrion E., Lopez A., Meneses E. & Moreno J. (2010) p. 2

2.1.4 Plagas y enfermedades.
2.1.4.1 Plagas.

Dentro de las plagas de la “yuca”, hay unas que estan en gran numero, estas son las
menores, ocasionando pocas pérdidas en rendimiento o ninguna. Otras se clasifican como
plagas mayores porque, al parecer, han coevolucionado con el cultivo y lo hacen su principal o
Unico hospedero; estas plagas pueden causar dafios severos al cultivo, que se manifiestan en

pérdidas de rendimiento. Estas plagas mayores de la “yuca” son los acaros, la “mosca blanca”,
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los trips, el gusano cachdn, el piojo harinoso, las chinches de encaje, la chinche subterrdnea o
de la viruela de la “yuca”, y los barrenedores del tallo (Colombia Alternative Development
(CAD, 2003))

Segun CAD (2003):

Otras plagas, como las escamas, el saltahojas, la chisa blanca, el gusano trozador, la
hormiga cortadora de hojas, la mosca de la fruta, la mosca del cogollo y los comejenes
pueden ocasionar dafios esporadicos o localizados al cultivo. Estas se consideran

plagas menores o generalistas (p.6)

- Barrenadores del tallo En las estacas que se usan para plantacién se han encontrado
barrenadores del tallo, principalmente de los érdenes Lepiddptera y Coledptera. La infestacion
ocurre, generalmente, cuando las plantas estdn en crecimiento y también durante el
almacenamiento del material de siembra. Este debe inspeccionarse cuidadosamente antes de
usarlo. Normalmente, estos insectos se detectan por la presencia de galerias y perforaciones en
el tallo, acompafiadas de exudados lechosos, aserrin (CAD, 2003)

-Gusano cachon de la “yuca” (Erinnyis ello): Es una de las plagas méas importantes de
la “yuca” en el geotrdpico. Tiene un amplio habitat geografico. Las larvas del gusano cachon
se alimentan de hojas de “yuca” de todas las edades, de tallos tiernos y de brotes. Los ataques
severos causan defoliacion completa de calidad de ésta. Aunque la pérdida de rendimiento
puede ser severa por la defoliacion completa debida a uno o a varios ataques repetidos, la

planta de “yuca” no muere (CAD, 2003)

-Moscas blancas de la “yuca” (Aleurotrachelus sp., Bemisia tabaci) Se alimentan
directamente de la planta de la “yuca” y sirven de vectores de los virus que las atacan. Causan,
por tanto, dafios significativos a estos cultivos en los agroecosistemas de América. Se sabe que
estas moscas blancas son transmisoras de virus que causan en la “yuca” las siguientes
enfermedades: EI Mosaico africano de la “yuca” (ACMD), que proviene de varios geminivirus
transmitidos por B. tabaci. Y el cuero de sapo, que afecta la “yuca” en el geotrdpico, tiene
como vector a B. tuberculata. Las moscas blancas causan dafio directo a las hojas mediante su
actividad de alimentacion, tanto los adultos como los estados inmaduros de A. sp, son activos
y dafiinos, se alimentan del floema y las hembras lo hacen aun durante la cépula y la

oviposicion. En general, las hojas se tornan amarillas, se necrosan y, finalmente, se
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desprenden, segun la intensidad del ataque, cubiertas por un crecimiento fungoso negro que se
conoce como fumagina. (CAD, 2003).

-Trips (Frankiniella sp., Scyrtotrips sp., Corynotrips sp. y Caliotrips sp.)Los trips son
una plaga de cuidado en América del Sur. Cuando atacan la planta, las hojas no se desarrollan
normalmente; los foliolos se deforman y se presentan manchas amarillas cloréticas o
desgarramientos pequerios e irregulares. Los puntos terminales de crecimiento pueden morir y
esto induce el crecimiento de yemas laterales; éstas pueden también sufrir el ataque de la
plaga, lo que le da la apariencia de una escoba de bruja y la deja enana. Este ataque es mas
frecuente durante los periodos secos y las plantas afectadas pueden recuperarse con la llegada
de la época lluviosa (CAD, 2003)

2.1.4.2 Enfermedades fungosas.

La “yuca” es afectada por muchas enfermedades fungosas y bacterianas cuya
distribucion geogréafica e importancia econémica varian considerablemente. Las enfermedades
que causan manchas foliares, necrosamiento del tallo y pudriciones radicales se presentan con

mayor frecuencia y se distribuyen mas ampliamente, causando pérdidas en rendimiento.

-Pudricion radical inducida por Phytophthora spp. CAD (2003) afirma que: “esta
enfermedad se ha encontrado en Africa y América tropical, causando pérdidas en el

rendimiento que llegan hasta el 80% de la produccion total” (p.16)
Segun CAD (2003):

El patogeno ataca las plantas jovenes o maduras, especialmente cuando estan cerca de
zanjas de drenaje o de zonas mal drenadas, causando marchitez repentina en la planta y
severa pudricion blanda en las raices. Inicialmente las raices jovenes infectadas
presentan manchas acuosas que se extienden y luego adquieren una coloracién marron.
Las raices infectadas frecuentemente exudan un liquido de olor repugnante y luego se
deterioran completamente en el suelo. El hongo Phytophthora es un habitante natural
del suelo, que puede afectar el cultivo en cualquier etapa; su desarrollo esta favorecido
por los suelos encharcados que se secan rapidamente o que tiene bajo contenido de

nutrientes. (p.16)
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El hongo puede hacer una invasion primera en la planta; después, a esta lesion llegan
parésitos débiles o saprofitos que degradan los tejidos radicales y enmascaran asi al

agente primario que causa la enfermedad. (p.16)
2.1.4.3 Enfermedades bacterianas.

Afublo bacteriano (Xanthomonas sp.) CAD (2003) explica que: “el afiublo bacteriano
se considera una de las enfermedades mas limitantes de la produccion de “yuca” en areas

afectadas por ¢él, ocasionando pérdidas hasta del 100%” (p.17).
Segun CAD (2003):

La bacteria penetra al hospedero por los estomas y por heridas en la epidermis. Es
sistémica y se mueve en los tallos y peciolos a través de los vasos del xilema y
posiblemente por el floema. Los sintomas caracteristicos son manchas foliares que
inicialmente son pequefias y angulares y de apariencia acuosa en el envés; luego crecen
cubriendo totalmente la hoja y adquieren un color marrén de afiublo o quemazon foliar.
Hay entonces marchitez, muerte descendente, exudacion gomosa en los tallos jovenes
infectados, en los peciolos y en las manchas foliares; ademas, los haces vasculares de
los peciolos y de los tallos infectados se necrosan, tomando la apariencia de bandas de

color marrén o negro. (p.17)
2.1.5 Importancia ecoldgica, social y econdmica del cultivo.

Se considera que el cultivo de “yuca” es de gran importancia en suelos con ligeros
problemas de compactacion; dado que, después de varios ciclos de cultivos la capa superficial
de suelos queda totalmente removida ayudando a la aireacién y a la incorporacion de la
biomasa de arboles (CATIE & Instituto de Recursos Naturales Renovables (INRENARE),
1995)

Existen posibilidades de éxito de un cultivo, cuando en el sistema se incluyen
combinaciones de un cultivo anual con leguminosas, arboles o arbustos lefiosos, que son
podados periodicamente, para evitar sombra y proveer abono verde al cultivo. La “yuca” se
puede combinar con Erytrina poepiggiana y su importancia radica en los sistemas

agroforestales, estos arboles aportan nitrégeno y otros nutrimentos que pueden ser traidos a la
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superficie por absorcion y posterior reciclaje de los residuos Kass (citado de CATIE &
Instituto de Recursos Naturales Renovables (INRENARE), 1995)

La “yuca” es catalogada como la mas importante dentro de este grupo de plantas de
interés econdmico (raices y tubérculos), tiene su principal valor econémico en su 6rgano de
reserva o almacenamiento de energia, las raices, este tiene diversos usos en la alimentacion
humana y animal, aunque su follaje se aprovecha para alimentacion animal en algunas zonas
rurales y, en Africa, se utiliza como verdura fresca para consumo humano (Suérez L. &
Mederos V., 2011)

El producto industrial més importante elaborado con base en “yuca” es el almidon, que
se usa en las industrias alimenticia y textil y en la fabricacion de papeles y adhesivos, aunque
también tiene potencial en la produccién de dextrosa y multiples derivados, sin contar con su
potencial para producir alcohol, como se ha hecho en Brasil para sustituir petroleo (Suarez L.
& Mederos V., 2011)

Las propiedades de claridad y baja retrogradacién del almidon de “yuca” hacen que se
pueda utilizar en muchos productos alimenticios. Sus caracteristicas organicas se asemejan
bastante al almidon del maiz (Suarez L. & Mederos V., 2011)

La “yuca” constituye uno de los alimentos fundamentales, especialmente en aquellas
zonas con déficit alimentario, gracias a su importante contenido proteico y energético (Sistema

de Informacion del Sector Agropecuario Costarricense (InfoAgro) (s.f)).
Segun InfoAgro (s.f) deduce que:

Como se muestra en la tabla 1, podemos observar como Africa es el continente con
mayor produccién mundial, alcanzando el 53,94% del total mundial, siendo Nigeria el
mayor pais productor con 45,7 millones de toneladas, que ya de por si supera a la
produccion de América y Oceania juntas. Asia produce el 29,6% de la “yuca” mundial,
destacando Tailandia con 22,6 millones de toneladas, seguida de Indonesia con 19,9
millones. No obstante apreciamos como, a pesar de las cifras de produccion de Africa,
es Asia el continente que consigue un mayor rendimiento de sus plantaciones en kg/ha,

quienes obtienen casi el doble de rendimiento al cultivo (18.243,15 frente a 10.081,02).
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No es de extrafiar que el pais americano que mas mandioca produce sea Brasil, con
26.713.038 de toneladas, representando el 72,16% de la produccion americana. (parr.
4)

Tabla 1
Indicadores del cultivo de Manihot esculenta (yuca) en la poblacién mundial en el afio 2006

Produccién-cantidad (tm)  Superficie cultivada (ha) Rendimiento (kg/ha)

América 37.041.521,00 2.806.835,00 13.196,90
Africa 122.088.128,00 12.110.694,00 10.081,02
Asia 67.011.365,00 3.673.235,00 18.243,15
Oceania 196.382,00 17.560,00 11.183,49
Total 226.337.396,00 18.608.324,00 52.726,27

Nota. Recuperado de “El cultivo de la yuca”, de Infoagro, (s.f) parr. 4
InfoAgro (s.f) explica que:

Sabiamos que la produccion de “yuca” habia ido aumentando progresivamente desde
mediados del siglo pasado, se refleja cdmo se mantiene esta tendencia en el siglo
actual. Esto se debe entre otras cosas a que se trata de un cultivo que se adapta a suelos
pobres o tierras marginales donde no se pueden producir otros cultivos y no requiere de
muchos fertilizantes, plaguicidas o agua. Ademas, como la “yuca” puede recolectarse
en cualquier momento de los 8 a los 24 meses después de ser plantada, puede
permanecer en el terreno como defensa contra una escasez de alimentos inesperada.
(parr.5) (ver tabla 2)

También gracias a los planes de accion llevados a cabo por la FAO para fomentar el
cultivo de la “yuca”, y luchar contra el hambre en muchos paises en desarrollo. Por
ejemplo, Ghana logré reducir la desnutricion mas rapidamente que cualquier otro pais
entre 1980 y 1996, aumentando la produccion y el consumo de “yuca”. (parr.5)

Tabla 2
Produccién de Manihot esculenta (yuca) en el siglo actual

Afio 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Produccion

(tm) 178.470.309  185.222.804 187.081.373  192.893.391  205.620.111  211.255.740 226.337.396

Nota. Recuperado de “El cultivo de la yuca”, de Infoagro, (s.f) parr. 5
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Dado que la “yuca” es un cultivo que se adapta, a través de sus muchos derivados, a la
mayor parte de los suelos y climas, representa el alimento basico de cierto porcentaje de la
poblacion. El desarrollo del cultivo de la “yuca” en grandes cantidades ha permitido mejorar la
calidad de los productos locales derivados de la “yuca”. Esta participacion de mercado de los

agricultores ha contribuido a incrementar su nivel de ingresos. FAO (s.f)

Las plantas agroindustriales importan grandes cantidades de almidon,
fundamentalmente elaborado a partir de “yuca” procesada. Estos productos derivados de la
“yuca” pueden producirse a nivel local y podrian representar una fuente de ingreso para los

habitantes de las comunidades productoras locales. Djilemo (citado de FAO (s.f)).

2.1.6 Valor nutricional de Manihot esculenta.
La raiz de “yuca” presenta propiedades nutritivas que ofrecen una fuente muy buena de
energia, carbohidratos, calcio, fésforo y acido ascérbico (ver tabla 3).

Tabla 3
La raiz de la “yuca” presenta las siguientes propiedades nutritivas

Composicién nutritiva media (por 100g de base seca)

Valor energético (kgal) 132,0
Agua (%) 65,2
Proteina (%) 1,0
Grasa (%) 0,4
Carbohidratos totales (%) 32,8,
Fibra (%) 1,0
Cenizas (%) 0,6
Calcio (mg) 40,0
Fosforo (mg) 34,0
Hierro (mg) 14
Tiamina (mg) 0,05
Riboflavina (mg) 0,04
Niacina (mg) 0,60
Acido ascorbico (mg) 19,00
Porcion no comestible (%) 32,00

Nota. Recuperado de “Mandioca una opcion industrial”, de Fretes F., (2010) p. 8

Ademas de la raiz, otra parte de la planta que presenta caracteristicas nutricionales son

las hojas, estas virtudes pueden ser revolucionarias en el mundo de la alimentacion y la salud.
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Su alto contenido nutricional dada la presencia de sus 18 amino&cidos esenciales, las convierte
en un alimento mejor que la quinua, la kiwicha y la soya. Contiene minerales como hierro,
calcio, potasio, fosforo, magnesio, cobre y zinc, que es uno de los mas importantes en la
alimentacion humana; también alto contenido de beta carotenos y vitaminas A, B1, B2, B6,
B12, Y C. Posee vitaminas como la niacina que es un depurativo y desintoxicante poderoso, el
acido fdlico que es una poderosa vitamina anti anémica y el &cido pantoténico que evita el
deterioro de los tejidos de la piel A&E (citado de Giraldo A., 2006).

Al comparar la “yuca” con leguminosas y cereales, se encuentran diferencias en los
aminoacidos, como la alfalfa y la soya, como se observa en la tabla 4, hay diferencias en
aminoacidos tales como glicina, histidina y en algunos muy importantes como la metionina y

la leucina que las hojas de “yuca” superan marcadamente los contenidos de estos a la soya y la

alfalfa.
Tabla 4
Comparativo de aminoacidos esenciales en g/100g de proteina en base seca
Nutrimento Follaje de yuca Torta de soya Alfalfa
Proteina cruda 18.94 47.50 22.00
Lisina 5.87 6.50 0.60
Metionina 1.86 1.60 0.20
Treonina 4.20 4.39 n.r
Triptéfano 1.99 n.r n.r
Isoleucina 450 4.70 0.70
Leucina 8.19 7.10 1.10
Arginina 5.34 7.50 3.80
Alanina 5.73 4.40 n.r
Histidina 2.30 2.80 1.20
Valina 5.56 5.10 0.70
Glisina 4.86 4.40 1.90

Nota. Recuperado de “Estudio de la obtencion de harina de hojas de yuca (Manihot esculenta Crantz)

para consumo humano”, de Giraldo A. (2006) p.18
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2.2 Cultivo de “yuca” en El Salvador

Actualmente en todo el territorio nacional el &rea cultivada de yuca es de 2,800
hectareas aproximadamente y dicho cultivo es sembrado tradicionalmente por pequefios
productores, en areas que van desde 0.20 a 1.4 hectareas. Las zonas donde se cultiva esta
especie mayormente, es en el occidente del pais, Chalatenango, La Libertad, La Paz, San
Vicente, Usulutdn y San Miguel (Martinez, J. & Ramos A., 2012), como se observa en la

figura 7.

etie ZONAS PRODUCTORAS DE YUCA

H Ly

Figura 7. Zonas productoras de “yuca” en El Salvador Recuperado de “Estudio de factibilidad técnica
y econdmica de hojas de yuca finamente triturada, como fortificante directo en la preparacion de
alimentos”, de Martinez, J. & Ramos A., (2012) p. 13

2.3 Vias de propagacion de la “yuca”

Manihot esculenta puede propagarse de forma sexual y asexual

2.3.1 Propagacion sexual.
La “yuca” se puede propagar a partir de semilla sexual, pero tiene el inconveniente de

segregacion, porque esta especie es heterocigdtica y aldgama.
Ceballos H., & De la Cruz G. (2002) afirman que:

Debido a que la “yuca” tiene la posibilidad de una reproduccion vegetativa, las
disfunciones reproductivas no son, desde el punto de vista evolutivo, tan negativas
como en los cultivos de reproduccion exclusivamente sexual. Por lo tanto, es posible

encontrar con frecuencia, por ejemplo, casos de androesterilidad que pueden ser de dos
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tipos: cuando las flores abortan antes de alcanzar madurez o cuando las flores maduran

pero las anteras no producen polen. (p.23)

La polinizacion de la “yuca” es cruzada, por lo que cada individuo es naturalmente un
hibrido con altos niveles de heterocigocidad. Esta es realizada tipicamente por accién
de los insectos. La autopolinizacion se ve desfavorecida por el hecho de que las flores
femeninas de un racimo abren primero que las masculinas, fendmeno conocido como
protoginia. Sin embargo, es posible, ocasionalmente, que flores masculinas y
femeninas de distintos racimos, pero de una misma planta, abran de manera
simultanea, y cuando ello sucede es posible la ocurrencia natural de

autopolinizaciones. (p.22)

2.3.2 Propagacion asexual.
También llamada propagacion vegetativa, sirve para reproducir las caracteristicas

deseables de un arbol o arbusto seleccionado.

El método convencional utilizado es a partir de estacas del tallo; como se muestra en la
figura 8. De acuerdo con la disponibilidad del material inicial y de los objetivos de la
plantacion, se pueden utilizar dos técnicas principales que son: la megapropagacion y
macropropagacion: en la primera mencionada, se utiliza la parte intermedia del tallo de plantas
maduras sin enfermedades y sin dafio mecanico, para propagarla y el objetivo de la segunda
propagacion, es generar la mé&xima cantidad posible de estacas, a partir de una planta,
mediante la estimulacién de las yemas axilares del tallo y la produccién de miniestacas, esta
técnica es utilizada cuando hay poco material y poco tiempo para propagarlas (Aguilar E.,
2017)
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Figura 8. Estacas de Manihot esculenta (yuca) Recuperado de “El Cultivo de mandioca, técnicas para
elevar la produccion”, de Barbona S. (2011) parr. 9
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Todas estas formas de propagacion de la “yuca” dan lugar a plagas y enfermedades, al
propagar plantas infectadas, lo que se esta propagando son bacterias, virus y plagas. Por esta
razon, se requiere la utilizacion de una técnica que no conlleve a este problema, la solucion es
mediante la extraccion y siembra de meristemo, en un medio de cultivo in vitro estéril, en el
cual ese tejido se desarrollara, hasta convertirse en un individuo, el meristemo es un tejido que
se encuentra estéril, pues no presenta vasos conductores, por lo tanto el virus no puede
transportarse hacia este tejido, ademas las células que lo componen se reproducen tan rapido,

que un virus no puede reproducirse a tal rapidez y no logra establecerse en este tejido.
2.4 Cultivo de tejidos vegetales (CTV)

Usui K. et. al (1996) lo define como “el cultivo de células, tejidos y/o organos
extraidos de plantas, que se mantiene bajo condiciones artificiales y permite reproducir plantas

que poseen todas las caracteristicas de las plantas madre” (p.1). (Ver figura 9)

Figura 9. Explante de Manihot esculenta (yuca)

La parte de la planta que ha sido sembrada en un medio de cultivo in vitro se le llama

explante, vitroplanta o masivo.

Los fundamentos de la técnica de cultivo de tejidos son las células totipotentes, estas
guardan todas las funciones de las células, tiene la capacidad de regenerarse y formar un
nuevo individuo debido a que contiene todo el material genético; otro fundamento es el
balance hormonal, las hormonas son sustancias que produce la planta de forma natural,

incidiendo en sus etapas fenologicas; donde forman tallo, raiz, fruto flores, entre otras.

El cultivo de tejidos permite una reproduccién masiva en poco tiempo, estos agilizan
los trabajos de mejoramiento genético. Ademas con esta técnica se conservan los recursos

filogenéticos ya que se mantiene el material libre del ataque de plagas y enfermedades, sin
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riesgo de pérdida por desastres naturales, ocupando el espacio minimo y una féacil
disponibilidad para caracterizarlo, multiplicarlo e intercambiarlo, ademéas de mantener plantas
sin virus, con un alto indice de multiplicacion., sin afectarle las condiciones climaticas
Villalobos et al. (citado en Solano, 2008).

El beneficio de utilizar estas técnicas es la produccion uniforme de plantas que
conservan los mismos caracteres de la planta de origen. Lopez- Baez et. Al (citado en Solano,
2008).

Las celulas vegetales poseen la caracteristica de la totipotencia, es decir la capacidad
de desarrollar una planta completa mediante el proceso de regeneracion. El cultivo de tejidos
vegetales utiliza esta caracteristica de las plantas, el cual resulta muy eficiente, debido a que se

proporciona un ambiente artificial favorable para el desarrollo de las plantas.

Se pueden producir metabolitos secundarios, que son materiales metabolicos que las
plantas producen, estos tienen varios fines, pueden ser usados como medicamentos, aromas,
materias colorantes, perfumes, vitaminas, fitohormonas, enzimas, etc. Aunque estos materiales
se han producido tradicionalmente mediante la recoleccion de plantas silvestres, y/o a partir de
un cultivo estabilizado para ese fin, se tiene la desventaja de que es muy dificil controlar la
uniformidad de la produccion. Por lo tanto, se espera que a través del cultivo de tejidos

vegetales se pueda lograr una produccion constante y homogénea a nivel industrial.
2.4.1 Etapas del cultivo de Tejidos Vegetales.

El explante mientras se desarrolla pasa por varias etapas dentro del Cultivo de Tejidos
Vegetales como se observa en la figura 10.

5wimmo
transferencia a ‘ ‘ ’ ‘

un medio de
composicion
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cultivo de meristema formacion de organos
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Figura 10. Etapas del Cultivo de Tejidos Vegetales Recuperado de “Biotecnologia Vegetal ”, de
Universidad Abierta y a Distancia (UNAD) (2010) parr. 1
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2.4.1.1 Etapa 1.
Establecimiento: Regeneracion del material vegetativo previo a una desinfeccion y

posteriormente a su adaptacion en el medio nutritivo. Duracion: 2-3 meses

2.4.1.2 Etapa 2.
Multiplicacion: Generacion de suficiente masa vegetativa para obtener la cantidad de

plantas necesarias. Duracion: 3-5 meses

2.4.1.3 Etapa 3.

Desarrollo: Desarrollo del material vegetativo. Duracion 15-21 dias

2.4.1.4 Etapa 4.

Enraizamiento: Estimulacion del explante a la formacion de raices. Duracion: 15-21
dias

2.4.1.5 Etapa 5.

Aclimatacion: Adaptacion del medio ambiente artificial al medio ambiente natural. (C.

Morales, comunicacion personal, 07 junio, 2017)*
2.4.2 Medios de cultivo.

Constituyen un elemento fundamental para el cultivo in vitro de células, tejidos y
organos para lograr el desarrollo de los mismos in vitro. Los medios de cultivo tienen una
serie de componentes generales y especificos cuya presencia y concentracion estard en
dependencia del objetivo que se persiga en su utilizacion. Los medios de cultivo estan
constituidos por sustancias minerales, vitaminas, aminoacidos, azUcares, reguladores del

crecimiento y otros elementos. (Enciclopedia colaborativa en la red cubana (Ecu Red), (s.f))

El cultivo de células, tejidos y érganos de la plantas in vitro se realiza en medios de
cultivos artificiales, lo cuales proporcionan los nutrientes necesarios que la planta toma de la
tierra en su hébitat natural y precisamente el éxito de este tipo de cultivo estd influenciado
grandemente por la naturaleza del medio de cultivo utilizado y otros factores ambientales.
(Ecu Red), (s.f))

! Ingeniero Agrénomo del Laboratorio de Biotecnologia de la ENA
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Segun Usui K. et. al (1996):

Los medios de cultivo de tejidos estan constituidos en su mayor parte por agua: por
tanto, es necesario utilizar agua de intercambio ionico o agua destilada, ya que el agua natural
incluye algunas substancias que pueden causar alguna influencia negativa para el crecimiento
de las plantas “IN-VITRO”. (p.33)

Segln Usui K. et. al (1996) “Los componentes inorganicos son importantes para el
crecimiento de las plantas. Si escasean estos elementos, aparecen los sintomas caracteristicos

correspondientes a la deficiencia de cada elemento” (p.33).

Algunos componentes organicos utilizados en el medio nutritivo son las vitaminas,
mio-inositol y Aminoécidos. Otros componentes pueden ser los naturales, que pueden ser agua

de coco, caseina hidrolizada y extracto de malta (Usui K. et. al 1996)
2.4.2.1 Fitohormonas.

En micro propagacion, principalmente se utilizan citocininas y auxinas como
reguladores de crecimiento. Lo méas importante es la proporcion y cantidad de las mismas.
(Usui K. et. al 1996)

Usui K. et. al (1996) define que:

Las funciones para formacién de yemas adventicias son: Promocion: Auxina <
Citocininas e Inhibicién: Auxina > Citocinina, para formacion de raices adventicias
son: Promocidn: Auxina > Citocinina e Inhibicién: Auxina < Citocinina y para
diferenciacion de callo son: Promocion: Auxina > Citocinina e Inhibicion: Auxina <
Citocinina. (p.35)

2.4.2.2 Auxinas.

Usui K. et. al (1996) dice que “se utilizan para promover la division celular y la
diferenciacion de raices. Normalmente, se usan los compuestos siguientes como fuente de
auxina: IAA (Acido indolacético), NAA (Acido naftalenacético), IBA (Acido indolbutirico),
2,4-D (2,4-Acido diclorofenoxiacético)” (p.36).

Las auxinas regulan la proliferacion de raices y su elongacion, tanto como la

dominancia apical Mok y Mok (citado de Burgos A. Cenoz P. & Prause J., 2009)
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Se dice que las citocininas y auxinas son los principales reguladores de
micropropagacion de la “yuca”, siendo la concentracion de la hormona determinante del

crecimiento de la planta Gonzalez (citado de Burgos A. et al., 2009)
2.4.2.2.1 Acido Naftalenacético (ANA).

Las auxinas se dividen en naturales y sintéticas, una auxina sintética es el Acido
naftalenacético (ANA), esta es una hormona inductora de enraizamiento, usada especialmente

para promover el desarrollo de callo Vaca (citado de Cruz P., 2011)

Algunos de los efectos fisiologicos que promueve ANA son:
-Elongacion celular en tallos

-Division celular en presencia de citoquinina

-Formacion de raices adventicias en tallos

-Dominancia apical

-Diferenciacion de xilema (Blanco A., 2008)

2.4.2.3 Citocininas.
Usui K. et. al (1996) deduce que:

Las citocininas se adicionan al medio de cultivo para promover la division celular y la
diferenciacion de yemas y brotes adventicios de callos y drganos. Se usan los
compuestos siguientes como fuente de citocininas: Cinetina, BA (6-Benciladedina),

BAP (6-Bencilaminopurina), 2ip (N- Isopentenilaminopurina), Zeatina. (p.36)
2.4.2.3.1 6-Bencilaminopurina (6-BAP).

Es una hormona sintética, usada ampliamente para promover el desarrollo de yemas
axilares, se presume que se encuentra en la planta, pero dificilmente se la encuentra Vaca
(citado de Cruz P., 2011)

La citocinina 6-BAP puede retrasar la senescencia foliar de varias especies, reduciendo
la degradacion de pigmentos, de proteinas fotosintéticas y membranas cloroplasticas y
manteniendo el equilibrio hidrico del tejido Dangl et al. (citado de Wilson C., Zavaleta H.,
Lopez H. & Hernandez A., 2008)
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Las acciones y mecanismos de esta citocinina son:
-Promueve la division de las células

-Promueve el crecimiento y elongacion de las células
-Promueve la germinacién

-Reduce el crecimiento y elongacion del tallo y hojas
-Regula el crecimiento de las raices

-Inhibe el proceso de envejecimiento de las hojas

-Inhibe el desarrollo dominante de picos y promueve el crecimiento de capullos
cercanos entre si (FERTICHEM, s.f)

Otro componente del medio de cultivo es la fuente de carbono, las vitroplantas casi no
realizan fotosintesis, debido a la baja intensidad de luz en la que se desarrollan, estas producen
poco azucar. Los agentes gelificantes son otros componentes que se utilizan para solidificar el
medio de cultivo (Usui K. et. al, 1996)

Otro factor importante es el pH (Exponente del ion hidrégeno), este produce un efecto
en la absorcion ionica, en los medio de cultivo. La acidez y la alcalinidad extremas inhiben el

crecimiento de las vitroplantas (Usui K. et. al, 1996)

Existe un gran nimero de soluciones madre para el cultivo de tejidos vegetales in vitro,
como Murashige & Skoog, 1962; Gamborg, 1968; Driver Kuniyuki Walnut 1984; Lloyd and.
McCown, 1980, entre otras. A estas soluciones se les agregan vitaminas, aminoécidos,

azUcares y reguladores de crecimiento.

El Carbdn activado es otro componente utilizado y sirve para disminuir los efectos de
las secreciones de metabolitos fendlicos de las raices en los cultivos del género Manihot spp.
(Mafla G., Roa J., Aranzales E. y Debouck D., 2010).

En el cultivo de “yuca”, la baja temperatura, la alta concentracion osmdtica, la
nutricion mineral reducida y los inhibidores de crecimiento, por un lado, y el crecimiento
rapido y la longevidad de los cultivos, por otro, tienden a causar oscurecimiento de los tejidos,
seguido por defoliacion y deterioracion eventual de los cultivos conservados in vitro. El
oscurecimiento se le podria atribuir a la oxidacion fendlica y la deterioracion gradual a la

induccion de senescencia por la accion de sustancias del tipo etileno, especialmente cuando se
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utilizan frascos pequefios o cuando han sido tapados herméticamente (Roca, M. W. & Beltran,
J.,1984)

La adicion de carbon activado al medio de conservacion de “yuca” disminuye la
defoliacion (Roca, M. W. & Beltran, J., 1984)

Otro componente utilizado es el agente gelificante para solidificar el medio de cultivo
(Usui K. et. al, 1996)

Un factor importante en la preparacion de medios de cultivo es el pH (exponente de ion
hidrogeno), la concentracion del ion H produce un efecto en la absorcidn idnica, en los medios
de cultivo, la acidez y la alcalinidad extremas inhiben el crecimiento de las vitroplantas (Usui
K. et. al, 1996)

2.4.3 Técnicas de cultivo de tejidos vegetales (CTV).
Segun Usui K. et. al (1996) se han probado las técnicas siguientes:
2.4.3.1 Fusion de células (cultivo de protoplastos).

Esta técnica es especial para mejoramiento genético. Las células de las plantas poseen
paredes de celulosa las cuales se pegan entre si debido a la peptina. El tratamiento
enzimatico de células y pectinasa divide a las células en unidades individuales

(protoplastos). (p.86)
2.4.3.2 Cultivo de anteras, cultivo de polen.

Esta técnica se utiliza especialmente para inducir plantas haploides. Las células
haploides tienen la mitad de cromosomas de una planta normal. El reactivo que se
utiliza para doblar la cantidad de cromosomas se llama Colchicina, el cual después de
aplicarlo, provoca que la planta posea los pares de cromosomas completos. Esos
materiales son homocigotos (linea pura), por consiguiente, si algunos poseen un

caracter deseable, son Utiles para cruzamientos. (p.73)
2.4.3.3 Suspensiones celulares.

Szabados L., Mroginski L., Roca W. (s.f) explican que las suspensiones celulares

consisten en células libres y agregados celulares distribuidos en un medio en
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movimiento. Estas suspensiones pueden ser permanentes mediante el continuo

suministro de nutrimentos. (p. 174)
2.4.3.4 Embriogénesis somatica.

La embriogénesis somaética fue reportada por primera vez por Reinert 1958 y Steward
1958 en zanahoria. Sus trabajos se basan en el postulado de Haberland de 1902 que establece
que “cualquier célula vegetal, cuando es expuesta a un ambiente y estimulos apropiados es

capaz de regenerar una planta.” Sutton (citado en Solano W., 2008).

La embriogénesis somatica consiste en la habilidad de las células competentes para
cambiar su ruta de diferenciacion a fin de convertirse en embriones somaticos (Williams y
Maheswaran 1986). Se cree que los cultivos embriogénicos se pueden utilizar en la produccion
comercial de arboles. Es un método muy eficiente para reproducir plantas de mejoramiento
genético y ofrece potencial para la conservacion y la producciéon de un namero ilimitado de
plantas. Sutton (citado en Solano W., 2008).

Esta técnica da origen a un embrion a partir de células no sexuales, ya sea de un tallo,

de una hoja, pétalo, raiz, entre otras.
2.4.3.5 Aislamiento de meristemo.
Segun Usui K. et al (1996):

Esta técnica se utiliza sobre todo para evitar la presencia de virus en las plantas. Para
propagar plantas importantes en la agricultura que tienen problemas por
contaminacion, esta técnica de cultivo resulta muy eficaz. EI tamafio del meristemo a
utilizar para evitar la incidencia de virus dependera de la especie. Algunas especies
requieren un pretratamiento a alta temperatura antes de aislar el meristemo.
Generalmente el meristemo que no tiene la base de la hoja no se encuentra infectado de
virus, porque en esa region las células proliferan muy rapidamente. En esta region

todavia no se ha diferenciado el sistema vascular. (p.70), como se observa en la fig. 11
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Figura 11. Partes de la zona meristemética Recuperado de “Tejidos Meristeméticos ”, de Universidad
de Granma (s.f) parr. 8

El meristemo se considera un tejido estéril, puesto que las células en este tejido se
encuentran en constante division celular, a una velocidad que no es alcanzada por la
reproduccion de los virus. Ademas, el meristemo carece de vasos conductores, por lo tanto no
hay forma de que los virus se transporten hacia este tejido. En el laboratorio de cultivo de
tejidos vegetales de la ENA una de las técnicas que trabajan es mediante la técnica de
Aislamiento de meristemo, la cual ha resultado muy efectiva en la propagacién de Cafia,
Platano cuerno enano, Guineo de seda, bambu, monja blanca, cartucho, loroco, henequén y

fresa (N. Guerrero, comunicacion personal, 31 de mayo, 2018)?

Por esas razones el meristemo es la parte que tiene mayor posibilidad de ausencia de
virus, por lo tanto es mejor obtener meristemos lo mas pequefio posible, pero sin que esto
ocasione una baja en la tasa de sobrevivencia en la fase de iniciacién, por lo que

preferentemente se deben obtener meristemos en diferentes tamafios (Usui K. et. al 1996).

El meristemo puede clasificarse dependiendo del lugar donde se encuentre: el
meristemo apical se encuentra es donde se lleva a cabo del crecimiento aéreo, el meristemo
radicular es el que se encuentra en la raiz, el caulinar se encuentra en el tallo y el lateral o
secundario. La velocidad de division celular de los meristemos es mayor a la velocidad de

reproduccion de los virus. Se considera que de un meristemo se puede obtener de 3000 a 5000
plantas.

? Ingeniero agrénomo y Bi6loga, Jefa del departamento de Biotecnologia de la ENA
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2.5 Antecedentes de cultivo in vitro de Manihot esculenta

En Honduras, en el afio 2017, Asdrabal Ulloa realizé un estudio sobre el efecto de 6-
bencil aminopurina y acido naftalenacético en la produccion in vitro de segmentos nodales de
yuca, en el cual se transfirieron microesquejes de yuca en etapa de multiplicacién subcultivo
uno, a medios de cultivo de Murashige y Skoog modificados y suplementados con
fitohormonas. Se evaluaron cuatro tratamientos: el testigo sin fitohormonas y tres tratamientos
suplementados con BAP a 0.5 mg/L y de ANA a 0.01 mg/L en diferentes combinaciones. El
numero de yemas fue mayor con BAP 0.5 mg/L y el BAP 0.5 mg/L + ANA 0.01 mg/L ya que
produjeron mayor cantidad de yemas por microesqueje (9.64 y 9.12, respectivamente). Los
vitro-esquejes obtenidos en estos tratamientos tuvieron crecimiento en forma de roseta (enanas
y suculentas). EI nimero de raices y altura de la planta fue mayor en el medio testigo (sin
suplementacion de fitohormonas). Se recomienda evaluar el efecto del acido giberélico en
combinacién con los tratamientos suplementados con BAP, los que presentaron mejor

respuesta para la variable cantidad de yemas (Ulloa A., 2017)

En Venezuela, en el afio 2009, Arelys Marin, José Gerardo Albarran, Francia
Fuenmayor y Dinaba Perdomo, realizaron un trabajo con el objetivo de evaluar el efecto de
los reguladores de crecimiento en la regeneracion in vitro de cinco cultivares élites de yuca
provenientes del CIAT. Los clones seleccionados fueron BRA 383, PER 183, CM 523-7, CM
3306-4 y SM 1565-15. Se usaron dos medios de cultivo semisdlidos constituidos por sales
minerales de Murashige y Skoog (1962), se diferenciaron por la siguiente combinacion de
reguladores de crecimiento: M1 (ANA 0,02 mg L-1 + AG3 0,05 mg L-1) y M2 (ANA 0,02
mg L-1 + AG3 0,05 mg L-1 + BA 0,5 mg L-1). El medio M1 fue el mejor inductor para la
regeneracion de la mayoria de los cultivares evaluados, ya que hubo un buen desarrollo de
brotes y raices. Por el contrario el medio de cultivo M2 se observo poco desarrollo de brotes y
raices, en la mayoria de los clones evaluados. Se observd una respuesta diferencial del
genotipo en el desarrollo in vitro de las plantulas. Los cultivares CM 523-7, PER 183 y BRA
383 mostraron los valores mas altos para la mayoria de las variables evaluadas como: numero
de nudos, longitud de brotes y de raices (Marin A., Albarran J., Fuenmayor F., & Perdomo D.,
2009)
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En Venezuela, Maria Inés Cavallero establece procedimientos para la
micropropagacion de clones de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en Argentina,
mediante organogénesis y embriogénesis somatica. Se realizo la introduccion, regeneracion y
multiplicacién de 28 clones de mandioca, en medio MS adicionado con 0,01 mg.I-1 de ANA +
0,01 mg.I-1 de BAP + 0,1 mg.I-1 de AG3. Se evaluo el efecto de diferentes citocininas sobre
la morfogénesis caulinar y radical de mandioca. Los resultados mostraron que la adicion de 1
mg.l-1 de BAP al medio MS favorecio la produccion de multiples vastagos, mientras que 2iP

y CIN promovieron la regeneracion de plantas en menor tiempo (Cavallero M., s.f)

En El Salvador se conoce que Manihot esculenta es propagada in vitro en el Centro

Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal "Enrique Alvarez Cordova" (CENTA)
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3. Metodologia
3.1 Enfoque, Alcance y Disefio de la investigacion

La investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, con un alcance descriptivo-explicativo;
puesto que se evaluaron, midieron y recolectaron datos sobre las variables del fenGmeno, asi
como también estuvo dirigida a responder por las causas de los mismos (Hernandez R.
Ferndndez C., & Baptista L., 2006).

El disefio de la investigacion es experimental; especificamente es un experimento puro
dado que se manipulo la variable independiente, es decir que se poseen grupos de

comparacion y equivalencia de los grupos (Hernandez R. et al., 2006).

Las variables independientes fueron las dosis de fitorreguladores: 6-Bencilaminopurina
(6-BAP) y Acido Naftalenacético (ANA). Se midieron y evaluaron las variables dependientes:

altura, formacion de nudos por explante y mortalidad de explantes.

3.2 Descripcion del area de estudio

La fase experimental se llevo a cabo en el Departamento de Biotecnologia-Laboratorio
de cultivo de Tejidos Vegetales de la ENA, ubicada en el Km 33 1/2 Carretera a Santa Ana,
Ciudad Arce La Libertad Republica de El Salvador, C. A.

3.3 Universo, poblacion y muestra

3.3.1 Universo.

Todos los arbustos de Manihot esculenta (yuca) de toda la ENA

3.3.2 Poblacién.
Todos los arbustos de Manihot esculenta (yuca) del vivero del Depto. de

Biotecnologia de la ENA

3.3.3 Muestra.
Material vegetativo (brotes apicales) que se extrajo de los arbustos de Manihot

esculenta (yuca) variedad Colombiana del vivero del Depto. de Biotecnologia de la ENA
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La muestra se tomo de manera intencionada seleccionando 120 arbustos de la variedad
Colombiana, los cuales no presentaban enfermedades ni plagas, con 7 meses de edad, altura:

1.55 m, didmetro del tronco: 4.5cm y ancho de la hoja: 20 cm.
3.4 Recoleccion de datos

Esta fase se llevo a cabo entre los meses de Abril y Junio del afio 2018. La toma de
datos de cada serie se realiz6 una vez por semana hasta completar las ocho lecturas, divididas

en 2 series de 20 unidades experimentales, como se muestra en la tabla 5.
Se elaboré una ficha para cada lectura (ver anexo A para pruebas completas).

Tabla 5
Distribucion de la siembra seriada en fase de Establecimiento de Manihot esculenta

Dias de la semana

Semana Lunes Martes

Semana 1 T1 (20 unidades) T2 (20 unidades)
Semana 2 T3 (20 unidades) T1 (20 unidades)
Semana 3 T2 (20 unidades) T3 (20 unidades)

Nota. Se realizaron 20 siembras por dia, debido al tiempo disponible para realizar la siembra
3.4.1 Fase de campo.
3.4.1.1 Colecta del material vegetativo.

Esta colecta se realizd en horas tempranas del dia, el material vegetativo colectado fueron
los brotes apicales de la variedad Colombiana; la planta madre mostré caracteristicas idoneas

como: Ausencia de plagas y enfermedades, ademas presento las siguientes medidas:
- Altura: 1.55m
- Diametro del tronco: 4.5cm
- Ancho de la hoja: 20 cm

Las plantas madre se propagaron de forma asexual por medio de estacas en campo.
Cuando se colecto el material, las plantas se encontraban a una Temperatura de 29°C, bajo
un sombreador con 63% de sombra (ver anexo B para pruebas completas).
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Para el manejo de las muestras se utilizd: un recipiente magenta con agua destilada y

una hoja de bisturi n° diez.

3.4.2 Fase de Laboratorio.

3.4.2.1 Disefo experimental.

Se organizaron los tratamientos en un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA), se

utilizé la mezcla de los fitorreguladores (6-BAP y ANA)
- Tratamiento 1 (6-BAP: 0 mg/L y ANA: 0 mg/L)

- Tratamiento 2 (6-BAP: 0.20 mg/L y ANA: 0.025 mg/L)
- Tratamiento 3 (6-BAP: 0.50 mg/L y ANA: 0.050 mg/L)

El total de tratamientos en estudio fueron 3, como se muestra en la tabla 6. Cada
tratamiento consto de 40 repeticiones cada uno, siendo la unidad experimental cada tubo con
un explante.

Tabla 6

Tratamientos con sus respectivas dosis de fitorreguladores y unidades experimentales para el
establecimiento de Manihot esculenta

. Mediode  6-BAP ANA Unidades por Numero  Total de unidades
Tratamiento

cultivo (1lt) (1It) serie de series experimentales

T1 MS mas . . 20 2 40
suplementos

T2 MS Mas 450 mg  0.025mg 20 2 40
suplementos

T3 MSmas 56 mg  0.050mg 20 2 40
suplementos

120

Nota. Las dosis de fitorreguladores mostrados en la tabla son también utilizadas en el laboratorio de
Biotecnologia de la ENA para otras especies de plantas, por lo tanto se comprob6 la reaccién de
Manihot esculenta con estas dosis
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3.4.2.2 Preparacion de soluciones MS.

Las sales MS se prepararon segun las especificaciones técnicas del fabricante para 1Lt
de solucion, se diluyo esta cantidad en agua destilada caliente en un agitador magnético y se
aplico al medio de cultivo en preparacion, como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7
Componentes de las sales MS

N. Componentes Concentracion mg1  Cantidad requenda para I It
I Nitrato de amonio (NHaNO3) 100X 1630 10 ml1
I Nitrato de potasio (KNO3) 100X 1900 20 mi1
i Cloruro de calcio (CaCLy) 100X 440 20 ml1
v Sulfato de magnesio (MgSO4) 100X 370 10 ml1
Y Fosfato de potasio ( KPOs) 100X 170 10 ml1
VI Hierro(FeSOs) 100X 278 10 ml1
VI Microelementos Megi 10 mi1
H;BO3 100X 6.2 10 ml1
MnSOsH20 100X 23 10 mi1
ZnS04TH20 100X 86 10 ml1
KI 100X 0.83 10 ml1
NaMoO42H20 100X 25 10 ml1
CuS045H20 100X 0.025 10 ml1
CoCl26H20 100X 0.025 10 ml1
NaEDTAH0 100X il4 10 ml/ 1
Vi Vitaminas Mg 10 ml1
Glicina 100X 2 10 ml1
Acido micotinico 100X 03 10 ml1
Piridoxina 100X 03 10 ml1
Miomositol 100X 100 10 ml1
Tiamina 100X 0.1 10 ml1

Nota: Recuperado de “Cultivo de tejidos en la agricultura: fundamentos y aplicaciones”, de Roca W. &
Mroginski L. (1991) p. 30
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3.4.2.3 Preparacion de solucion madre de sustancias orgénicas.

Se adicionaron las sustancias organicas: glicina, Acido nicotinico, piridoxina,
mioinocitol y tiamina, estas se disolvieron todas juntas en 1Litro de agua destilada, se
mezclaron y se conservaron en refrigeracion hasta que llegue el momento de ser agregadas al

medio de cultivo.
3.4.2.4 Preparacion de solucion madre de fitorreguladores.

Antes de adicionar los fitorreguladores se prepararon las soluciones madre de estos.
Para 6-BAP la solucion madre se prepar6 a una concentracion de 1IN y ANA a una

concentracion de 0.1N. Luego se tomo el volumen correspondiente a cada tratamiento.
3.4.2.5 Preparacion de los tratamientos.

Para preparar los tratamientos se adicionaron las dosis de 6-BAP y ANA mostrados en la tabla

8, (ver anexo C para pruebas completas).

Tabla 8
Componentes del medio de cultivo con sus respectivas dosis para Establecimiento in vitro de
Manihot esculenta

Componentes Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
(L) (1L) (1L)
Agua destilada 500 mi 500 ml 500 ml
Sacarosa 209 209 209
Sales MS 4.33¢g 4339 4.33¢
Sustancias organicas 10 ml 10 ml 10 ml
6-BAP . 0.20 mg 0.50 mg
ANA _ 0.025 mg 0.050 mg
pH 5.7 5.7 5.7
phytagel 249 249 2.4
Carbon activado 0.25¢g 0.25¢g 0.25¢g

Nota. Sacarosa= azUcar del cafial comercial
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Luego de haber preparado los tratamientos se retiraron los Erlenmeyer de los agitadores
magnéticos, se vertio cada medio de cultivo en beackers plasticos, se dispensaron 20 ml de
medio a cada tubo de ensayo y se taparon, luego se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15
minutos a 20lb de presion, posteriormente se introdujeron en una gradilla y se dejaron

reposando a 40° de inclinacion hasta que el medio se enfrid.
3.4.2.6 Desinfeccion del material vegetativo.

La desinfeccion del material vegetativo consistié en rociar con alcohol al 70% los
materiales a utilizar, sumergir los brotes en una solucion de hipoclorito de sodio al 5% y 3
gotas de Tween 80, durante 5 minutos en agitacion. Luego dentro de la camara de flujo
laminar se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y se secaron por 15 minutos. (C.

Morales, comunicacién personal 07 de abril, 2018)° (ver anexo D para pruebas completas).
3.4.2.7 Fase de establecimiento de meristemo.

Dentro de la camara de flujo laminar con aire minimo, se tomé el brote apical para
extraer el meristemo, considerado a una longitud de 0.1 mm. Mientras se sembraban, el
material se mantuvo en un recipiente magenta cubierto con papel estéril para evitar
deshidratacion. Se sembré un meristemo por tubo de ensayo con 20 ml de medio nutritivo y se
rotularon. Para esta fase se requirieron cajas petri, papel estéril, estereomicroscopio, pinzas,
bisturis, mechero, alcohol y marcador, (para pruebas completas ver anexo E).

Luego los tubos de ensayo con explantes, se trasladaron en una gradilla al cuarto de
incubacion, a 25°C de temperatura y 20% humedad relativa; los explantes se mantuvieron en
oscuridad por 10 dias, luego se trasladaron a los estantes donde recibieron poca luz, solo con
dos lamparas encendidas por 10 dias, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad,
después de ese tiempo recibieron toda la intensidad de luz con 4 lamparas encendidas por el
resto de dias hasta su establecimiento. La luz artificial es a través de lamparas fluorescentes de
2000 luxes

3.4.2.8 Variables evaluadas.

Durante la investigacion se evaluaron las variables: altura, formacion de nudos y

mortalidad de explantes.

* Ingeniero agrénomo del laboratorio de Biotecnologia de la ENA
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3.4.2.8.1 Altura de los explantes de Manihot esculenta.

Se determind la longitud de los explantes, para ello se utilizé papel milimetrado y la
medida se expreso en centimetros (cm). Se evaluo a la octava semana de cultivo y se obtuvo
un promedio por tratamiento. Se considerd la longitud del explante desde la base hasta el
apice.

3.4.2.8.2 Formacion de nudos por explante de Manihot esculenta.

Visualmente se contabilizo el numero de nudos formados por el explante a las 8
semanas de cultivo y se obtuvo un promedio de estos por tratamiento. Se considerdé como nudo

a las zonas del tallo donde nacen las hojas.
3.4.2.8.3 Mortalidad de explantes de Manihot esculenta.

Por simple inspeccién se determind cuales explantes estaban muertos y se obtuvo el
porcentaje de estos por tratamiento. Para determinar si un explante estd muerto debido a la
ausencia de fitorreguladores, este presento una coloracién péalida amarillenta, en cambio el que
estaba vivo mostro una coloracion verde. Se verifico si la contaminacion fue por hongo o por
bacteria; si la contaminacion fue por hongo, se observaron dentro del tubo de ensayo colonias
blancas o cafés aterciopeladas con un aspecto pulverulento o algodonoso y en ocasiones estas
presentaban el centro de color oscuro y si la contaminacion fue de bacteria se observaron
colonias puntiformes, irregulares, o rizoides, con superficie plana y bordes redondeados, de

color amarillo suave y aspecto ceroso (C. Morales, comunicacién personal 10 de mayo, 2018)*

3.5 Procesamiento y tabulacion de datos

Los datos fueron procesados con la ayuda del software estadistico InfoStat (version
2018 ) para la formulacién de tablas, asi mismo, se utilizo el programa Excel 2010 para la
elaboracion de gréficos y para la toma de imagenes se utilizé un teléfono mévil Samsung

Galaxy J5.

* Ingeniero agrénomo del laboratorio de Biotecnologfa de la ENA
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3.6 Analisis de los datos
Para evaluar las variables en el establecimiento in vitro de “yuca”, se hizo lo siguiente:

-Los datos de la altura y el nidmero de nudos por explante fueron interpretados
mediante el analisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza para determinar las
diferencias estadisticas entre los tratamientos, aplicada a la octava lectura que tendré los datos
acumulados de las lecturas previas. También se realizo el Test de Tukey alfa= 0.05 para

comparar las medias de los diferentes tratamientos.

-La mortalidad se dividio por causa de muerte, ya sea debido al medio nutritivo
(fitorreguladores), o por contaminacion de bacteria u hongo, analizado con su respectivo
porcentaje por tratamiento.

-El tratamiento escogido para formular el protocolo mostro los mejores resultados en
cuento a la altura de los explantes, formacion de nudos por explante y menor mortalidad a los
60 dias de siembra, ademas de ser el tratamiento mas econdmico de los que contienen

fitorreguladores.
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4. Resultados
4.1 Altura de los explantes de Manihot esculenta

Se evalud el establecimiento del material vegetal, en donde se midi6 la altura del
explante a los 60 dias de realizada la siembra, tomando como fuente de variacion las dosis de

6-Benzilaminopurina y Acido naftalenacético.

El tratamiento con mayor altura fue el T2 (0.20mg de BAP y 0.025mg de ANA) en el
que los explantes mostraron longitudes desde 0.3 a 3cm, seguido del T3 (0.50mg de BAP y
0.050mg de ANA) con longitudes desde 0.3 a 2.5 cm y el tratamiento con menor altura fue el

T1 (sin fitorreguladores) en el que los explantes mostraron longitudes desde 0.3 a 1.2 cm.

Como se muestra en la figura 12, el tratamiento que tuvo mayor promedio de altura de

explantes fue el T2 sequido por el T3 y el tratamiento con menor promedio de altura fue el T1

Promedio de altura {(cm)

[ Promedio

/i e ' -

Tratamiento 1
Tratamiento 2

Tratamiento 3

Figura 12. Promedio de altura de explantes de Manihot esculenta (yuca), en medios de cultivo
suplementados con diferentes dosis de 6-Benzilaminopurina y Acido Naftalenacético

4.1.1 ANOVA.

El analisis de varianza presento diferencia estadisticamente significativa entre las

medias de los tratamientos y la altura de explantes
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El P valor mostrado en la tabla 9, es menor al nivel de significacion (alfa =0.05), lo
cual indica que si hay diferencia significativa entre los tratamientos para la altura de los
explantes.

Tabla 9

Analisis de varianza para la altura de explantes por tratamiento in vitro de Manihot esculenta
en la fase de Establecimiento

Analisis de la varianza

Variable N R :iR*
Longitud 120 0.10 0.0

:;J
[S ) (WA

Cv
103.96

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CcM F p-valor

Modelo 5.68 2 2.84 6.45 0.0022
Tratamiento 5.68 2 2.84 6.45 0.0022
Errorxr 51.52 117 0.44

Total 57.20 119

Nota. N=Tamafio de la muestra; R*= Valor R cuadrado; CV= Coeficiente de variacion; F.V.= Fuente
de variacién; SC= Suma de cuadrados; gl= Grados de libertad; CM= Cuadrado medio; F= Factor
estadistico de prueba

4.1.2 Prueba de Tukey.

La prueba de Tukey si mostré variacion en el promedio de altura entre algunos
tratamientos y los que varian son entre el tratamiento 1 (sin fitorreguladores) y el tratamiento
2 (6-BAP 0.020 mg/L y ANA 0.025 mg/L) y entre el tratamiento 1 y tratamiento 3 (6-BAP
0.025 mg/L y ANA 0.050 mg/L), en cambio entre el T2 y T3 no hay variacion (ver tabla 10).

Tabla 10
Prueba de Tukey para la altura de explantes por tratamiento in vitro de Manihot esculenta en
la fase de Establecimiento

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.352325
Error: 0.4403 gl: 117
Tratamiento Medias n E.E.
Tratamiento 1 0.24 40 0.10 A
Tratamiento 3 0.73 40 0.10
Tratamiento 2 0.85 40 0.10

m o

Nota. Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0.05) DMS= Diferencia
Minima Significativa; n=Tamafo de la muestra de los grupos; gl=Grados de libertad
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4.2 Formacion de nudos por explante de Manihot esculenta

El tratamiento que tuvo mayor nimero de nudos con una cantidad de 104 nudos, fue el
tratamiento 2 (0.20mg de 6-BAP y 0.025mg de ANA) seguido por el Tratamiento 3 (0.50mg
de 6-BAP y 0.050mg de ANA) con 94 nudos en total y el tratamiento con menor nimero de

nudos fue el Tratamiento 1 (sin fitorreguladores) con un total de 64 nudos.

La figura 13 muestra que el tratamiento que tuvo mayor promedio de formacion de
nudos en los explantes fue el T2 seguido por el T3 y el tratamiento con menor promedio de

formacion de nudos fue el T1

Promedio de formacion de nudos

[ Promedio de numero de nudos

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

Figura 13. Promedio de nimero de nudos por explante de Manihot esculenta (yuca), en medios de
cultivo suplementados con diferentes dosis de 6-Benzilaminopurina y Acido Naftalenacético

4.2.1 ANOVA.

El andlisis de varianza presento diferencia estadisticamente significativa entre las

medias de los tratamientos y el nimero de nudos por explante.

El P valor mostrado en la tabla 11, es menor al nivel de significacion (alfa =0.05), lo
cual indica que si hay diferencia significativa entre los tratamientos para el nimero de nudos
por explante
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Tabla 11
Analisis de varianza para la formacién de nudos de los explantes por tratamiento in vitro de
Manihot esculenta, en la fase de Establecimiento

Analisis de la varianza

Variable " E= RET hj
Humero de nudos 120 0.05 ©0.04 83.22

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.¥V. SC gl CH F p-valor
Modelo 21.67 2 10.83 3.28 0.0411
Tratamientos 21.67 Z 10.83 3.28 0.0411
Error 286.30 117 -3.30
Total 40%7.97 11%

Nota. N=Tamafio de la muestra; R*= Valor R cuadrado; CV= Coeficiente de variacion; F.V.= Fuente
de variacion; SC= Suma de cuadrados; gl= Grados de libertad; CM= Cuadrado medio; F= Factor
estadistico de prueba

4.2.2 Prueba de Tukey.

La prueba de Tukey si mostr6é variacion en el promedio de numero de nudos por
explante entre algunos tratamientos y los que varian son entre el T1 (sin fitorreguladores) v el
T2 (6-BAP 0.020 mg/L y ANA 0.025 mg/L), en cambio entre los tratamientos T1 y T3 (6-
BAP: 0.50 mg/L y ANA: 0.050 mg/L); T2 y T3 no presentaron variacion, como se muestra en
la tabla 12.

Tabla 12
Prueba de Tukey para la formacién de nudos de los explantes por tratamiento in vitro de
Manihot esculenta en la fase de Establecimiento

Test:Tuokey Alfa=0.05 DM5=0.596454

Errer: S3.300F gtz 1y

Tratamientos Medias n E.E.
Tratamiento 1 l1.60 40 0.28 A
Tratamiento 3 2.3%5 40 0.29 A B
Tratamiento 2 2.680 40 0.28%8 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05) DMS= Diferencia
Minima Significativa; n=Tamafo de la muestra de los grupos; gl=Grados de libertad
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4.3 Mortalidad de explantes de Manihot esculenta

Como se muestra en la figura 14, figural5 y figural6, el tratamiento que no presentd
mortalidad de explantes fue el Tratamiento 2 (0.20mg de 6-BAP y 0.025mg de ANA), seguido
del tratamiento 3 (0.50mg de 6-BAP y 0.050mg de ANA) gue si obtuvo mortalidad y por
altimo, el tratamiento con mayor porcentaje de mortalidad fue el Tratamiento 1 (sin
fitorreguladores).

Muerte por .
hongs Tratamiento 2
0%
Muerte por Muerte por
medio nutritivo bacteria
0% 0%

Figura 14. Porcentaje de mortalidad de explantes de Manihot esculenta (yuca), en medio de cultivo
suplementado con 0.20 mg/L de 6-Benzilaminopurinay 0.0 25 mg/L de Acido Naftalenacético

Tratamiento 3

i Muerte por medio

nutritivo
LiMuerte por hongo

E Muerte por bacteria

M Vivos

Figura 15. Porcentaje de mortalidad de explantes de Manihot esculenta (yuca), en medio de cultivo
suplementado con 0.50 mg/L de 6-Benzilaminopurina y 0.050 mg/L de Acido Naftalenacético
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Tratamiento 1

4 Muerte por medio
nutritivo
LI Muerte por hongo

M Muerte por bacteria

M Vivos

Figura 16. Porcentaje de mortalidad de explantes de Manihot esculenta (yuca), en medio de cultivo sin
fitorreguladores

4.4 Protocolo para Establecimiento de Manihot esculenta (yuca) mediante la técnica de

Aislamiento de meristemo

Para formular el protocolo se tomo el tratamiento con los resultados méas
favorecedores, en cuanto a la altura de los explantes, formacion de nudos por explante y
menor mortalidad a los 60 dias de siembra, ademas es el tratamiento mas economico de los

que contienen fitorreguladores. (Ver anexo F para pruebas completas).
4.4.1 Seleccion de la planta madre.

La planta donadora de material vegetal no debe presentar enfermedades ni plagas. Ademas

debe presentar las siguientes medidas:
- Altura: 1.55 m
- Diametro del tronco: 4.5cm

- Ancho de la hoja: 20 cm
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-Se debe utilizar un Bisturi estéril para colectar el material una vez seleccionado, se le

realiza un corte a los brotes, luego estos se deben depositar en un recipiente magenta con agua

destilada.

-Seleccionar y utilizar los brotes apicales, se debe cortar el brote con una longitud de

2cm

4.4.3 Desinfeccion de los materiales.

Instrumentos necesarios:
-Beacker

-Pinzas

-Rociador con alcohol al 70%
-Agua destilada

-Solucién de hipoclorito de Sodio
-Tween-80

-Recipiente magenta

-Camara de flujo laminar

-Agua destilada estéril

-Papel estéril

-Rociar los materiales a utilizar con alcohol al 70%

-Eliminar las hojas superficiales del brote, colocar el material en el beacker con la

cantidad adecuada de agua destilada para diluir el hipoclorito de Sodio al 5%, agregar 3 gotas

de tween-80, luego agitar durante 5 min

-Con la pinza se deben retirar de la solucion y ser depositados en un recipiente magenta

con agua destilada

-Se deben trasladar a la cAmara de flujo laminar

-Dentro de la cdmara de flujo laminar se deben realizar 3 enjuagues con agua destilada

estéril
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-Se deben secar en un papel estéril durante 15 min

-Se deben introducir en una caja magenta con papel estéril cubriendo el material para

evitar deshidratacion y contaminacion

4.4.4 Aislamiento de Meristemo.
Instrumentos necesarios:
Cajas Petri esterilizadas (la cantidad necesaria)

Pinzas

Alcohol

Mango y hojas de bisturi
Mechero de bunsen
Estereomicroscopio

Céamara de flujo laminar

-Medio nutritivo: MS solidificado con 0.25g/L de phytagel, BAP 0.20 mg/L, ANA
0.025 mg/L, 20g/L de sacarosa y 0.25¢/L de carbdn activado; pH 5.70 (Distribuir 20 ml en

cada tubo de ensayo). Se debera esterilizar a 121°C durante 15 min a 20 libras de presion.

- Eliminar todas las hojas hasta poder encontrar el tejido meristematico, esto es el

punto de crecimiento mas uno o dos primordios foliares.

-Separar el tejido meristematico a partir de la base e inmediatamente colocarlo en el
medio nutritivo (se debe tener cuidado de colocar el tejido vegetal correctamente sobre el

medio, no de lado, ni al revés, ni hundido).

-Incubarlos bajo una iluminacion de 2000 lux, una temperatura de 25°C y humedad

relativa de 20%

-Los primeros 10 dias los explantes se deben mantener en oscuridad, luego se deben
trasladar a los estantes donde reciben poca luz (2 ldmparas) por 10 dias, y luego deben recibir
toda la intensidad de luz (4 lamparas) hasta dos meses, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8

de oscuridad.
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5. Discusion
Las variables fueron evaluadas a los 60 dias de siembra
5.1 Altura de los explantes de Manihot esculenta:

Como se muestra en la tabla 10, la prueba de Tukey muestra que hay diferencia
significativa del T1 (sin fitorreguladores) respecto a los tratamientos con fitorreguladores (T2
y T3), en cambio el T2 y T3 estadisticamente presentaron resultados similares en el promedio
de longitud de los explantes, lo que indica que los 0.30 mg de 6-BAP y los 0.025 mg de ANA
que hay de diferencia entre estos, no afecto de forma diferente al crecimiento de los explantes,
probablemente esto se debe a que el explante en presencia de fitorreguladores es estimulado a
crecer en mayor cantidad, pues las auxinas promueven el crecimiento en longitud del explante
y 6-BAP promueve la division de las células, regula el crecimiento y elongacion de tallos y
hojas, pero puede inhibir el desarrollo dominante apical si se encuentra en cantidades altas.

En este caso, la cantidad utilizada de 6-BAP es menor o igual a 0.5 mg, es por esto que
los explantes crecieron en altura, de haber sido una dosis mayor hubieran crecido de forma
lateral formando callos y brotes cortos, en lugar de crecer de forma apical, Urrutia (citado de
Ulloa A., 2017)

Los resultados antes mencionado, difieren con Ulloa A. (2017), quien en su
investigacion utilizo segmentos nodales, presentdé mayor longitud en el testigo (sin
fitorreguladores) en comparacion con los tratamientos que utiliza 6-BAP y ANA. Esto
posiblemente se debe a que Ulloa utilizo dosis muy altas de 6-BAP y muy bajas de ANA, ya
gue el mismo autor plantea que al haber mucha diferencia entre las dosis de una citocinina (6-
BAP) y una auxina (ANA) habra un incremento del efecto del fitorregulador que estd en

mayor concentracion.

En su investigacion habia mucha concentracion de 6-BAP y una dosis casi nula de
ANA, lo cual cre6 que se rompiera la dominancia apical reduciendo el crecimiento vertical del
explante, formando segmentos cortos, debido a que 6-BAP tiene la funcién de inducir el

crecimiento lateral y retrasar el apical.
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5.2 Formacion de nudos por explante de Manihot esculenta:

Segun el andlisis de varianza existe una diferencia estadisticamente significativa en el
numero de nudos por explante, lo que demuestra que la variacion de dosis de 6-BAP y ANA
en el medio nutritivo inciden en el nimero de nudos por explante en el establecimiento in vitro
del cultivo de Manihot esculenta, es decir que los fitorreguladores tuvieron un efecto directo
sobre el ndmero de nudos. La prueba de Tukey indicd, que si existe variacion entre
tratamientos y los que varian son entre el tratamiento 1 (sin fitorreguladores) y el tratamiento 2
(0.20 mg/L de 6-BAP y 0.025ml/L de ANA) y los que no varian son entre el T1 y T3 (0.50
mg/L de 6-BAP y 0.050 mg/L de ANA), ni tampoco entre el T2 y T3, es decir que
probablemente la presencia de fitorreguladores si induce a la formacion de nudos del explante,
a consecuencia de que el 6-BAP es responsable de procesos de division y diferenciacion

celular y morfogénesis.

Entre los tratamientos T1 y T3 no hay diferencia significativa, lo cual indica que para
formar mayor nimero de nudos e inducir a la elongacion del tallo, el explante de “yuca”
necesita fitorreguladores, pero en dosis minimas, ya que una dosis alta de 6-BAP puede inhibir
el crecimiento apical y la formacion de nudos, puesto que la planta no sigue creciendo ni
desarrollandose longitudinalmente, sino méas bien, empieza a formar brotes laterales
reduciendo el crecimiento apical, por lo tanto bajas dosis de 6-BAP generan mayor longitud,

mayor desarrollo apical del explante y mayor formacién de nudos.

5.3 Mortalidad de explantes de Manihot esculenta:

El Tratamiento 2 (0.20 mg/L de 6-BAP y 0.025ml/L de ANA) no presentdé mortalidad
puesto que probablemente las dosis de fitorreguladores en el medio de cultivo fueron
suficientes para el establecimiento de todos los explantes y tampoco hubo contaminacién. El
tratamiento 3 (0.50 mg/L de 6-BAP y 0.050 mg/L de ANA) presentd un 7% de mortalidad
debido al medio nutritivo, ya que probablemente algunos explantes responden de forma
diferente, puesto que cada uno es un individuo distinto. En vista de que el meristemo es estéril,
la contaminacion observada es exogena, a causa de la introduccion del explante y la

manipulacion de este dentro del laboratorio.
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El mayor porcentaje de mortalidad se observé en el T1 (sin fitorreguladores), esto
puede deberse a la carencia de fitorreguladores, puesto que posiblemente algunos explantes de
Manihot esculenta si necesitan fitorreguladores en el medio de cultivo para establecerse, ya
que los fitorreguladores que contienen naturalmente no fueron suficientes para su desarrollo en
esta etapa, puesto que estos se encuentran en cantidades muy bajas y se agotan al ser
metabolizados por el explante, provocando la muerte de este al no tener otra fuente de
hormonas. En cambio hay otros explantes que posiblemente si se establecen debido a los

fitorreguladores que naturalmente se encuentran en el meristemo.

El menor porcentaje de mortalidad fue a causa de la contaminacion exdgena, en mayor
cantidad por bacteria que por hongo, debido a la manipulacion del explante, ya que no se esta

exento de la contaminacién en el cultivo in vitro.

5.4 Protocolo
Se formul6 el protocolo a partir del tratamiento 2 (6-BAP: 0.20mg/L y ANA: 0.025mg/

L) con el cual se obtuvieron los mejores resultados con respecto a las 3 variables, se obtuvo
mayor altura de los explantes, mayor formacién de nudos y menos mortalidad, ademas de ser

el tratamiento méas econdémico de los que contienen fitorreguladores.
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6. Conclusiones

Los tratamientos T2 (0.20 mg/L de 6-BAP y 0.025mg/L de ANA) y T3 (0.50 mg/L de
6-BAP y 0.050 mg/L de ANA) son eficientes para el establecimiento de Manihot esculenta
(yuca).

El mejor tratamiento para formular el protocolo de establecimiento fue el T2, debido a
Su menor costo econémico.

La adicion de 6-BAP y ANA en el medio de cultivo incide en una mayor altura y

mayor formacion de nudos por explantes de Manihot esculenta.

La mayor causa de mortalidad se debe a la falta de fitorreguladores en el medio
nutritivo.
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7. Recomendaciones

Utilizar el T2 o T3 de acuerdo a las condiciones del laboratorio, pero se recomienda el

T2 como protocolo de establecimiento, por ser mas econémico.

Adicionar 6-BAP y ANA al medio nutritivo para obtener mayor altura, mayor

formacion de nudos y evitar la muerte de los explantes de Manihot esculenta.

Realizar otras evaluaciones para formular protocolos de la fase de multiplicacion,

enraizamiento y aclimatacion del cultivo de Manihot esculenta.
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ANEXOS



Anexo A. Datos de las variables a evaluar en el establecimiento in vitro de Manihot esculenta

(yuca) por tratamiento

Cultivo in vitro de Manihot esculenta en presencia de BAP y ANA

N° de tratamiento: _2_N°de serie: 1 Fecha de siembra:_240418 Fecha de lectura:_190618

N° de lectura:_8

Meristemo Longitud (cm) NUmero de nudos Mortalidad
1 3 6 No
2 3 6 No
3 3 1 No
4 1 3 No
5 3 1 No
6 1 3 No
7 8 2 No
8 5 2 No
9 5 2 No
10 3 1 No
11 5 2 No
12 2.8 6 No
13 2 4 No
14 1 3 No
15 3 1 No
16 2.5 6 No
17 2.5 5 No
18 5 2 No
19 3 1 No
20 2.8 5 No




Anexo B. Planta madre de Manihot esculenta (yuca) donadora de material vegetal




Anexo C. Preparacion de medio de cultivo para establecimiento de Manihot esculenta (yuca)

Anexo C1. Calculo del peso de la sacarosa

(azlcar del cafial)

Anexo C3.Medicion de la cantidad de fitorreguladores (6-BAP y ANA)



Anexo D. Desinfeccion de brotes apicales de Manihot esculenta (yuca)

Anexo D1.Instrumentos para Anexo D2. Tween 80 utilizado para una mayor
la desinfeccidn solubilizacion de los compuestos

Anexo D3. Enjuagues con agua destilada estéril Anexo D4.Secado del material vegetal
desinfectado



Anexo E. Extraccion de meristemo de Manihot esculenta (yuca) dentro de la camara de flujo
laminar

Anexo E1. Instrumentos necesarios para Anexo E2. Toma de brotes apicales
la extraccion de meristemo del recipiente magenta

Anexo E3.Extraccion del meristemo con ayuda Anexo E4. Meristemo antes de ser extraido
de un estereomicroscopio



Anexo F. Explantes de Manihot esculenta (yuca) de cada tratamiento evaluado a los 60 dias

Anexo F1. Explante sano en el Tratamiento 1 Anexo F2. Explante sano en el tratamiento 2

Anexo F3. Explante sano en el tratamiento 3



